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1, 3- b u t a d i e n e (B D ) i s a w i d e l y - u s e d i n d u s t r i a l c h e m i c a l a s w e l l a s a u b i q u i t o u s
e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t . I t i s m a i n l y u s e d a s a n i n t e r m e d i a t e i n t h e p r o d u c t i o n o f s t y r e n e -
b u t a d i e n e r u b b e r a n d t h e r m o p l a s t i c r e s i n s . I n t h e U . S . , r o u g h l y 4 0 % o f b u t a d i e n e i s u s e d i n
t h e p r o du c t i o n o f s t y r e n e - b u t a d i e n e l a t e x a n d r u b b e r . T h e s e m a t e r i a l s a r e u s e d f o r a v a r i e t y
o f c o m m o n c o n s u m e r p r o d u c t s i n c l u d i n g a u t o m o b i l e s , t i r e s , p a p e r a n d a d h e s i v e s [ 1] .
A c c o r d i n g t o C h e m i c a l M a r k e t i n g A s s o c i a t e s I n t e r n a t i o n a l , a p p r o x im a t e l y 9 . 3 m i l l i o n t o n s
o f B D w e r e p r o d u c e d w o r l d w i d e i n 2 0 0 5 [3 , 4 ] . T h e p r o du c t i o n o f p o l y b u t a d i e n e , a
c h e m i c a l u s e d i n t i r e m a n u f a c t u r i n g , i s t h e s e c o n d l a r g e s t u s e f o r b u t a d i e n e i n t h e U n i t e d
St a t e s . T h i s i n d u s t r y a c c o u n t s f o r a b o u t 2 0% o f t h e U S b u t a d i e n e c o n s u m p t i o n [ 1] . O t h e r
c o n s u m p t i v e u s e s o f B D i n c l u d e t h e p r o du c t i o n o f n e o p r e n e r u b b e r , a c r y l o n i t r i l e - b u t a d i e n e
r e s i n , n i t r i l e e l a s t o m e r , a n d a d i p o n i t r i l e . Th e s e m a t e r i a l s a r e u s e d i n a b r o a d r a n g e o f
1
i n d u s t r i e s N e o p r e n e r u b b e r i s u s e d i n t h e a u t o m o t i v e i n d u s t r y f o r b e l t s , c a b l e s , h o s e s a n d
^Pl w i r e s . A c r y l o n i t r i l e - b u t a d i e n e r e s i n i s u s e d i n t h e p r o d u c t i o n o f p l a s t i c c o m p o n e n t s o f
a u t o m o t i v e p a r t s , p i p e s a n d f i t t i n g s , a p p l i a n c e s , t e l e p h o n e s , a n d b u s i n e s s m a c h i n e s [ 1] .
P o t e n t i a l s o u r c e s o f h u m a n e x p o s u r e t o B D
O u t d o o r e x p o s u r e T h e m a j o r i t y o f i n d u s t r i a l b u t a d i e n e e m i s s i o n s c o m e f r o m p r o c e s s
v e n t s o f l a t e x a n d r u bb e r f a c t o r i e s . T h e 19 9 4 E PA r e p o r t , L o c a t i n g a n d E s t i m a t i n g A i r
E m i s s i o n s F r o m So u r c e s o f l , 3 - B u t a d i e n e , d e t a i l s t h e r a n g e o f B D r e l e a s e d f r o m 1 8 U S l a t e x
a n d r u b b e r f a c i l i t i e s t o b e 0 . 0 0 0 2 4 t o 1 9 . 3 4 l b b u t a d i e n e e m i t t e d p e r t o n p r o d u c e d [ 5 ] . S i n c e
b u t a d i e n e h a s l o w s o l u b i l i t y i n w a t e r a n d h i g h v a p o r p r e s s u r e , i t i s a lm o s t c o m p l e t e l y i n i t s
g a s fo r m i n t h e e n v i r o n m e n t [ 1] .
B D m a y b e r e l e a s e d t o t h e a m b i e n t e n v i r o n m e n t i n t e n t i o n a l l y o r a c c i d e n t a l l y d u r i n g
i t s p r o d u c t i o n , u s e , s t o r a g e , t r a n s p o r t , o r d i s p o s a l . T h e E P A h a s d e t e r m i n e d th a t i n d u s t r i a l
p r o d u c t i o n a n d u s e , m o b i l e s o u r c e s (o n - r o a d a n d n o n - r o a d e n g i n e s ) a n d o t h e r m i s c e l l a n e o u s
c o m b u s t i o n s o u r c e s c o n t r i b u t e t o t h e a m b i e n t l e v e l s o f B D a t 1 . 6% , 7 8 . 8% a n d 19 . 6% ,
r e s p e c t i v e l y [ 1 ] . B D i s a b y p r o d u c t o f t h e i n c o m p l e t e c o m b u s t i o n o f g a s o l i n e a n d d i e s e l a n d
i s t h e r e f o r e a c o m p o n e n t o f v e h i c l e a n d a i r c r a ft e m i s s i o n s , t h o u g h i t i s n o t a c o m p o n e n t o f
ga s o l i n e i t s e l f . H u m a n r e l e v a n t a i r c r a ft e m i s s i o n s a r e l im i t e d t o t h o s e t h a t o c c u r d u r i n g
l a n d i n g a n d t a k e o f f s i n c e p l a n e s f ly a t h i g h e n o u gh a l t i t u d e s s o t h a t t h e i r e m i s s i o n s d o n o t
r e a c h t h e e a r t h ' s s u r f a c e . T h i s i s e s p e c i a l l y t r u e f o r B D s i n c e i s q u i c k l y r e m o v e d f r o m t h e
e n v i r o n m e n t b y p h o t o o x i d a t i o n a n d t r a n s f o r m e d i n t o a c r o l e i n a n d f o rm a l d e h y d e [ 1] .
M i s c e l l a n e o u s s o u r c e s o f B D i n c l u d e v a r i o u s c h e m i c a l p r o d u c t i o n s , s e c o n d a r y l e a d s m e lt e r s ,
p e t r o l e u m r e fi n i n g , a n d c o m b u s t i o n s o t i r c e s (m a i n l y f r o m t i r e a n d b i o m a s s b u r n i n g ) . B D i s
a l s o r e l e a s e d i n t o t h e e n v i r o n m e n t d u r i n g f o r e s t fi r e s [ 1] ,
A m b i e n t l e v e l s o f p o l l u t a n t s a r e m e a s u r e d t h r o u g h s e v e r a l g o v e r n m e n t p r o g r a m s
i n c l u d i n g t h e A e r o m e t r i c I n f o r m a t i o n R e t r i e v a l S y s t e m (A I R S ) , t h e U r b a n A i r T o x i c
M o n i t o r i n g Pr o g r a m (U A T M P), t h e N a t i o n a l A m b i e n t V o l a t i l e O r g a n i c C o m p o u n d s
(N A V O C ) d a t a b a s e [ 1] . T h e c o n c e n t r a t i o n o f B D v a r i e s b e t w e e n u r b a n , s u b u r b a n , a n d r u r a l
a r e a s a n d w i th i n t h o s e a r e a s d e p e n d i n g o n h o w fa r a w a y s a m p l e r s a r e fr o m r e l e a s e s o u r c e s .
A c c o r d i n g t o t h e N T P (N a t i o n a l T o x i c o l o g y P r o g r a m ), t h e m e d i a n d a i l y c o n c e n t r a t i o n o f B D
i n t h e U S f r o m 19 7 0 - 1 9 8 7 w a s 0 . 2 9 p p b i n u r b a n a r e a s , 0 . 3 2 p p b i n s u b u r b a n a r e a s , a n d 0 . 1
p p b i n r u r a l a r e a s [2 ] . A v e r a g e c o n c e n t r a t i o n s o f B D i n t h e e n v i r o n m e n t s u r r o u n d i n g
p e t r o c h e m i c a l f a c t o r i e s h a v e e x c e e d e d 1 0 0 p p b , w i t h t h e h i gh e s t h o u r l y a v e r a g e e v e n gr e a t e r
t h a n 9 0 0 p p b [ 2 , 6 ] .
T o ba c c o s m o k e I n t e r e s t i n g l y , i n d o o r e x p o s u r e c a n e x c e e d o u t d o o r e x p o s u r e w h e n
t o b a c c o sm o k e i s t a k e n i n t o c o n s i d e r a t i o n [ 1] . Si n c e m o s t i n d i v i d u a l s s p e n d t h e m a j o r i t y o f
t h e i r d a y i n d o o r s , e i t h e r a t t h e i r h o m e s o r a t w o r k , i n s i d e a i r c a n b e a n im p o r t a n t e x p o s u r e
r o u t e f o r t h o s e i n c o n t a c t w i t h t o b a c c o s m o k e [ 1] . B D i n s i d e s t r e a m sm o k e h a s b e e n
m e a s u r e d t o b e 2 0 0 - 4 0 0 u g / c i g a r e t t e , w i t h l e v e l s i n s m o k e - fi l l e d b a r s r a n g i n g f r o m 2 . 7 - 19
u gW [ 1] .
O t h e r i n d o o r s o u r c e s of e x p o s u r e O t h e r i n d o o r s o u r c e s o f B D c a n c o m e f r o m t h e
h e a t i n g o f c o o k i n g o i l s a n d t h e b u r n i n g o f w o o d s t o v e s o r fi r e p l a c e s . T h e E P A
'
s 19 9 3 M o t o r
V e h i c l e R e l a t e d A i r t o x i c s s t u d y r e p o r t e d i n - v e h i c l e e x p o s u r e l e v e l s o f B D t o h a v e a m e a n o f
3 . 0 u g/ m
^
. So m e l i t e r a t u r e h a s n o t e d B D i n d r i n k i n g w a t e r i n t h e U S , b u t n o r e a l d a t a i s
a v a i l a b l e . F o o d e x p o s u r e s a r e g e n e r a l l y a r e s u l t o f v o l a t i l i z i n g c o o k i n g o i l s . B D e m i s s i o n s
f r o m u n r e f i n e d C h i n e s e r a p e s e e d o i l a r e n e a r l y 2 2 t im e s h i g h e r t h a n e m i s s i o n s f r o m h e a t i n g
p e a n u t o i l . S o ft m a r g a r i n e , s o l d i n p l a s t i c t u b s , h a s a l s o b e e n f o u n d t o h a v e b u t a d i e n e [ 1 ] .
O c c u p a t i o n a l e x p o s u r e W o r k e r s i n b u t a d i e n e p r o d u c i n g a n d u t i l i z i n g f a c t o r i e s a r e t h e
p o p u l a t i o n a t r i s k f o r b e i n g e x p o s e d t o t h e h i gh e s t c o n c e n t r a t i o n s o f B D . N I O S H h a s
r e p o r t e d t h a t a b o u t 5 2 , 0 0 0 w o r k e r s a t 2 , 2 0 1 f a c i l i t i e s w e r e p o t e n t i a l l y e x p o s e d t o B D ,
a c c o r d i n g t o a s u r v e y c o n d u c t b e t w e e n 1 9 8 1 a n d 19 8 3 [ 2 , 7 ] . H a z a r d e v a l u a t i o n a t s i x
f a c i l i t i e s f o u n d c o n c e n t r a t i o n s o f B D r a n g i n g f r o m 0 . 0 6 t o 3 9 p p m [2 ] . Su r v e y s c o n du c t e d a t
m o n o m e r a n d p o l y m e r p l a n t s h a v e r e p o r t e d c o n c e n t r a t i o n s a s h i g h a s 3 9 p p m (8 2 7 m g /m ) .
R e g u l a t i o n
B e c a u s e B D i s a u b i q u i t o u s c h e m i c a l t h a t h a s b e e n s h o w n t o b e h a z a r d o u s t o h u m a n
h e a l t h
, s e v e r a l p o l i c i e s h a v e b e e n e n a c t e d t o r e g u l a t e i t . T h e C l e a n A i r A c t (C A A ) h a s B D
l i s t e d a s a m o b i l e s o u r c e a i r t o x i c f o r w h i c h r e g u l a t i o n s a r e t o b e d e v e l o p e d , a n d t h e N a t i o n a l
E m i s s i o n s S t a n d a r d s f o r H a z a r d o u s A i r P o l l u t a n t s h a s B D l i s t e d a s a h a z a r d o u s a i r p o l l u t a n t
[2 ] . T h e Pr e v e n t i o n o f A c c i d e n t a l R e l e a s e
'
s t h r e s h o l d q u a n t i t y i s l i s t e d a t 10 , 0 0 0 l b . a n d t h e
U r b a n A i r T o x i c s St r a t e g y h a s i d e n t i f i e d B D a s o n e o f 3 3 a i r p o l l u t a n t s t h a t p o s e t h e g r e a t e s t
r i s k t o h u m a n h e a l t h i n u r b a n a r e a s .
B e c a u s e s u c h h i g h e x p o s u r e l e v e l s h a v e b e e n f o u n d i n o c c u p a t i o n a l s e t t i n g s ,
r e g u l a t i o n s h a v e b e e n s e t t o p r o t e c t w o r k e r s . T h e O SH A p e rm i s s i b l e e x p o s u r e l im i t i s 1 p pm
w h i l e t h e s h o r t - t e r m e x p o s u r e l im i t i s 5 p p m . N I O SH h a s d e t e r m i n e d im m e d i a t e l y
d a n g e r o u s t o l i f e a n d h e a l t h l im i t t o b e 2 , 0 0 0 pp m . T h e A m e r i c a n C o n f e r e n c e o f
G o v e r n m e n t a l I n d u s t r i a l H y g i e n i s t s h a v e s e t t h e t h r e s h o l d l i m i t v a l u e - t im e w e i g h t e d a v e r a g e
a t 2 p p m [2 ] . T a b l e 1 l i s t s g u i d e l i n e s a n d r e g u l a t i o n s f o r B D e x p o s u r e f o r b o t h g e n e r a l a n d
o c c u p a t i o n a l s o u r c e s . M^
E x p o s u r e O r g a n i z a t i o n R e g u l a t i o n /R e c o m m e n d a t i o n V a l u e
G e n e r a l
E P A R e f e r e n c e C o n c e n t r a t i o n 0 9 pp b
E PA I n h a l a t i o n a l U n i t R i sk 0 0 8 p e r p pm
C A L E PA C a n c e r P o t e n c y V a l u e 0 6 p e r m g / k g - d a y
C A L E PA U n it R i s k 3 . 7 x 10
"
p e r p p b
O c c u p a t i o n a l
O SH A P e r m i s s i b le E x p o s u r e L i m it 1 p pm
O SH A S h o r t - T e rm E x p o s u r e L i m it 5 p p m
N I O SH
Im m e d i a t e l y D a n g e r o u s t o L if e
a n d H e a lt h l i m it
2
,
0 0 0 p pm
A C G I H
T h r e s h o l d L i m it V a l u e - T i m e -
W e ig h t e d A v e r a g e
2 pp m
T a b l e 1. R e g u l a t i o n s a n d a d v i s o r y v a l u e s f o r ge n e r a l a n d o c c u p a t i o n a l e x p o s u r e s [2 , 8 , 9 ]
I s B u t a d i e n e a H u m a n H e a l t h H a z a r d ?
I n 19 85 , t h e E PA c l a s s i fi e d B D a s sl p r o b a b l e h u m a n c a r c i n o g e n b a s e d o n s u f fi c i e n t
d a t a f r o m a n im a l s t u d i e s b u t i n a d e q u a t e e p i d e m i o l o g i c d a t a . W h e n B D w a s r e e v a l u a t e d b y
th e E P A i n 2 0 02
,
i t w a s c l a s s i fi e d a s c a r c i n o g e n i c t o h u m a n s b y i n h a l a t i o n [ 1] . T h e
I n t e r n a t i o n a l A g e n c y f o r R e s e a r c h o n C a n c e r ( l A R C) h a s d e t e r m i n e d th a t t h e r e i s s u f f i c i e n t
e v i d e n c e i n h u m a n s f o r t h e c a r c i n o g e n i c i t y o f B D i n b o t h a n im a l s a n d h u m a n s . l A R C h a s
a l s o e v a l u a t e d D , L - d i e p o x y b u t a n e , a m e t a b o l i t e o f B D , a n d d e t e r m i n e d t h e r e t o b e s u f f i c i e n t
e v i d e n c e f o r c a r c i n o g e n i c i t y i n l a b o r a t o r y a n i m a l s T h u s , l A R C h a s c l a s s i f i e d B D a s
c a r c i n o g e n i c t o h u m a n s (G r o u p 1) [ 3 ] . I n i t s 12 R e p o r t o n C a r c i n o g e n s , t h e N a t i o n a l
T o x i c o l o g y P r o g r a m (N T P ) a l s o h a s B D c a t e g o r i z e d a s a k n o w n hu m a n c a r c i n o g e n [2 ] .
A n i m a l s t u d i e s A s m e n t i o n e d
,
t h e E PA
,
l A R C
,
a n d N T P h a v e m a d e t h e s e
c l a s s i f i c a t i o n s a ft e r e v a l u a t i n g e v i d e n c e fi o m b o th e p i d e m i o l o g i c a n d a n im a l s t u d i e s . B D
h a s b e e n s h o w n t o c a u s e c a n c e r i n l a b o r a t o r y a n i m a l s . I n m i c e , B D h a s c a u s e d b e n i g n a n d
m a l i g n a n t t u m o r s i n t h e h e m a t o p o i e t i c s y s t e m , h e a r t (h e m a n g i o s a r c o m a ) , l u n g , f o r e s t o m a c h ,
H a r d e r i a n g l a n d , p r e p u t i a l g l a n d , l i v e r , m am m a r y g l a n d , o v a r y , a n d k i d n e y . C a n c e r o f t h e
p a n c r e a s , t e s t i s , t h y r o i d g l a n d , m a m m a r y g l a n d , u t e r u s , a n d Sy m b a l g l a n d h a v e b e e n i n d u c e d
b y B D e x p o s u r e i n r a t s [2 ] . M i c e h a v e b e e n s h o w n t o f o r m t u m o r s a t B D e x p o s u r e s m u c h
l o w e r t h a n i n r a t s (6 . 2 5 p p m v s . 10 0 0 p p m ) [ 10 ] . T t i m o r s i n d u c e d b y B D i n m i c e h a v e b e e n
s h o w n t o h a v e s p e c i f i c m u t a t i o n s , s u c h a s a c t i v a t e d K - r a s o n c o g e n e s a n d i n a c t i v a t e d t u m o r
s u p p r e s s o r ge n e s , s i m i l a r t o t h o s e s e e n i n a v a r i e t y o f h u m a n c a n c e r s [2 ] .
E p i d e m i o l o g y E p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t t h e r e i s e v i d e n c e o f a n
a s s o c i a t i o n b e t w e e n o c c u p a t i o n a l e x p o s u r e t o B D a n d e x c e s s m o r t a l i t y f r o m c a n c e r o f t h e
l y m p h a t i c a n d h e m a t o p o i e t i c s y s t e m s [ 2 ] . R e l e v a n t s t u d i e s i n c l u d e a c o h o r t o f w o r k e r s w h o
m a n u f a c t u r e d B D m o n o m e r h a v i n g a n i n c r e a s e d r i s k o f l y m p h o s a r c o m a a n d r e t i c u l o s a r c o m a ;
a s t u d y s h o w i n g a n i n c r e a s e d r i s k o f l e u k e m i a i n s t y r e n e - b u t a d i e n e r u b b e r w o r k e r s i n s e v e r a l
p l a n t s i n t h e U S a n d C a n a d a ; a n d a c a s e - c o n t r o l s t u d y w i t h i n t h e s e c o n d s t u d y th a t a s s o c i a t e d
t h e e x c e s s i n l e u k e m i a t o b u t a d i e n e r a t h e r t h a n s t y r e n e [ 2 , 1 1 ] . O t h e r s t u d i e s h a v e f o u n d
i n c r e a s e s i n l y m p h o s a r c o m a a n d r e t i c u l o s a r c o m a [ 12 ] . T h i s s a m e s t u d y h a s fo u n d t h a t l o n g -
t e r m w o r k e r s w h o w e r e h i r e d b e f o r e 19 6 0 a n d w o r k e d i n t h r e e o f t h e e i g h t s t u d i e d b u t a d i e n e
r u b b e r p l a n t s w i t h th e h i g h e s t B D e x p o s u r e h a d e x c e s s d e a t h s f r o m l e u k e m i a . A n o t h e r c a s e -
c o n t r o l s t u d y i n v o l v i n g s t y r e n e - b u t a d i e n e r u b b e r w o r k e r s w i t h l y m p h o p o e i t i c c a n c e r u s e d
n e w c o n t r o l s a n d a g a i n f o u n d a s t r o n g a s s o c i a t i o n w i t h a s i g n i f i c a n t d o s e - r e s p o n s e
r e l a t i o n s h i p b e t w e e n B D a n d l e u k e m i a [ 2 , 13 ] . A d o s e - r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p b e tw e e n B D
e x p o s u r e a n d o c c u r r e n c e o f l e u k e m i a h a s a l s o b e e n e s t a b l i s h e d [2 , 14 , 15 ] . T h e E P A
'
s h e a l t h
a s s e s s m e n t o f B D h a s d e t e r m i n e d th a t t h e r e i s a c a u s a l a s s o c i a t i o n b e t w e e n e x p o s u r e t o B D
a n d a n e x c e s s o f l y m p h o h e m a t o p o e i t i c c a n c e r s i n p o l y m e r a n d m o n o m e r p r o d u c t i o n w o r k e r s
u s in g t h e c r i t e r i a o f t e m p o r a l i t y , s t r e n g t h o f a s s o c i a t i o n , c o n s i s t e n c y , s p e c i f i c i t y , b i o l o g i c a l
g r a d i e n t , a n d b i o l o g i c a l p l a u s i b i l i t y [ 1] .
T h e r e a r e s e v e r a l c h a l l e n g e s a s s o c i a t e d w i t h e v a l u a t i n g t h e e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s
[ 1] . B e c a u s e B D i s u b i q u i t o u s i n t h e e n v i r o n m e n t , i t i s d i f fi c u l t t o s t u d y it s h e a l t h e f f e c t s i n
t h e g e n e r a l p o p u l a t i o n s i n c e u n e x p o s e d c o n t r o l g r o u p s h a v e a lm o s t c e r t a i n l y h a d s o m e k i n d
o f e x p o s u r e t h r o u g h t h e i r e v e r y d a y l i v e s . W i th r e g a r d t o o c c u p a t i o n a l c o h o r t s , i n v e s t i g a t o r s
h a v e t o d e a l w i t h t h e h e a l t h y w o r k e r h y p o t h e s i s , w h e r e o c c u p a t i o n a l c o h o r t s a r e g e n e r a l l y
h e a l t h i e r a n d h a v e l o w e r m o r t a l i t y t h a n t h e g e n e r a l p o p u l a t i o n . B y c o m p a r i n g o c c u p a t i o n a l
c o h o r t s t o t h e g e n e r a l p o p u l a t i o n , i n v e s t i g a t o r s a r e m o s t l i k e l y u n d e r e s t im a t i n g t h e r e a l r i s k
o f b u t a d i e n e . T h u s , a n im a l a n d m e c h a n i s t i c s t u d i e s a r e n e c e s s a r y t o c o m p e n s a t e f o r t h e
l im i t a t i o n s o f e p i d e m i o l o gi c a l s t u d i e s .
R o l e o f B D M e t a b o l is m i n T o x i c i ty
A l t h o u g h t h o u s a n d s o f w o r k e r s a r e e x p o s e d t o h i g h c o n c e n t r a t i o n s o f B D a n d
a g e n c i e s h a v e r e g u l a t e d e x p o s u r e t o B D , t h e c a r c i n o g e n i c m e c h a n i s m o f a c t i o n o f B D i s n o t
f u l l y u n d e r s t o o d . T h e r e i s , h o w e v e r , m u c h e v i d e n c e s u p p o r t i n g a g e n o t o x i c m o d e o f a c t i o n
t hr o u g h r e a c t i v e e p o x i d e m e t a b o l it e s o f B D . B D i s m e t a b o l i z e d i n t o s e v e r a l g e n o t o x i c
m e t a b o l i t e s : a m o n o e p o x i d e ( l , 2 - e p o x y - 3 - b u t e n e , E B ) , a d i e p o x i d e (l , 2 : 3 , 4 - d i e p o x y b u t a n e ,
D E B ) , a n d a n e p o x y d i o l (3 , 4 - e p o x y - l , 2 - b u t a n e d i o l , E B D ) b y P 4 50 a n d e p o x i d e h y d r o l a s e
(E H ) (s e e F i gu r e 1 ) [ 16 ] . G e n e r a l l y , B D i s f i r s t o x i d i z e d b y P 4 5 0 t o t h e m a j o r m e t a b o l i t e
E B
,
w h i c h c a n b e f u r t h e r o x i d i z e d t o f o r m D E B o r b e h y dr o l y z e d t o 3 - B u t e n e - l , 2 - d i o l .
B o t h o f t h e s e m e t a b o l i t e s c a n b e t r a n s f o r m e d i n t o E B D b y E H o r P 4 50 , r e s p e c t i v e l y .
C Y P 2 E 1 i s t h e p r i n c i p a l i s o f o r m r e s p o n s i b l e f o r o x i d a t i o n , b u t 2A 6 , 2 C 9 , a n d 2 A 4 h a v e a l s o
b e e n sh o w n t o b e i n v o l v e d [ 1] . D u e t o t h e i r e l e c t r o p h i l i c i t y , t h e s e a d d u c t s h a v e t h e a b i l it y t o
f o r m D N A a n d h e m o g l o b i n a d d u c t s . Ep o x i d e h y d r o l a s e a n d g l u t a t h i o n e t r a n s f e r a s e a r e t h e
m a i n e n z ym e s i n v o l v e d i n t h e d e t o x i f i c a t i o n o f D E B , E B , a n d E B D [ 1] . U r i n a r y m e t a b o l i t e s ,
i n t h e f o r m o f m e r c a p t i c a c i d s d e r i v e d f r o m G SH c o n j u g a t i o n , a n d h e m o g l o b i n a d d u c t s c a n
b e a n a l y z e d f o r e v a l u a t i o n o f e x p o s u r e a n d m e t a b o l i s m .
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F i g u r e 1 . S c h e m a t i c o f B D m e t a b o l i s m A d a p t e d f r o m [ 16 ]
H e m o g l o b i n a d d u c t s c a n f o r m a s a r e s u l t o f m e t a b o l i t e s c o v a l e n t l y b i n d i n g t o t h e N -
t e r m i n a l v a l i n e o f h e m o g l o b i n , w h e r e H B - v a l , p y r - w a l , a n d T H B - v a l a r e f o r m e d b y E B ,
D E B
,
a n d E B D
,
r e s p e c t i v e l y . B e c a u s e e a c h h e m o g l o b i n m e t a b o l it e f o r m s a d i f f e r e n t a d d u c t ,
m e t a b o l i s m c a n b e e s t im a t e d t hr o u gh t h e a n a l y s i s o f t h e h e m o g l o b i n a d du c t s . P r o t e i n
a dd u c t s a r e e s p e c i a l l y u s e fu l , a s p r o t e i n s d o n o t h a v e a n a l o g o u s r e p a i r p r o c e s s e s t o t h o s e
s e e n w i t h D N A . B y i n t e gr a t i n g i n t e r n a l d o s e d a t a g e n e r a t e d f r o m h e m o g l o b i n a d du c t s w i t h
m u t a g e n i c e f f i c i e n c y g e n e r a t e d f o r m H p r t m u t a t i o n f r e qu e n c i e s , t h e r e l a t i v e m u t a g e n i c
p o t e n c y o f e a c h a d d u c t w a s c a l c u l a t e d t o b e 1 : 3 2 : 0 . 2 1 f o r E B , D E B , a n d E B - d i o l ,
r e s p e c t i v e l y , i n h u m a n s [ 16 , 17] .
D N A a d d u c t s c a n f o r m by b i n d i n g t o t h e N - 7 p o s i t i o n o f t h e g u a n i n e n u c l e o t i d e . E B
c a n f o r m H B - G I a n d H B - G II a d du c t s w h i l e E B D c a n f o r m T H B - G a d d u c t s . O f t h e t hr e e
g e n o t o x i c m e t a b o l i t e s , D E B h a s b e e n s h o w n t o b e t h e m o s t r e a c t i v e , s i n c e it i s a d i e p o x i d e
[ 16 ] . I t c a n f o r m m o n o a d d u c t s t h a t c a n b e h y dr o l y z e d t o T H B - G o r r e a c t a g a i n w it h e i t h e r
D N A o r p r o t e i n t o f o r m D N A - D N A o r D N A - p r o t e i n c r o s s - l i n k s [ 16 ] . W h i l e s t i l l a m a r k e r o f
D N A d a m a g e , N - 7 a d d u c t s m a y b e c o n s i d e r e d n o n - p r o m u t a g e n i c s i n c e t h e i r o u t s i d e l o c a t i o n
o n D N A d o e s n o t i n h i b i t b a s e p a i r i n g [ 18 ] . A d d i t i o n a l l y , t h e s e a d d u c t s m a y s p o n t a n e o u s l y
d e p u r i n a t e (t i / 2 = 4 d a y s ) l e a v i n g a n a b a s i c s i t e w h i c h m a y l e a d t o m u t a t i o n s [ 16 ] .
Sp e c i e s d i f e r e n c e s i n B D m e t a b o l i s m a n d t o x i c i ty
I n e x a m i n i n g s p e c i e s d i f f e r e n c e s , i t i s im p o r t a n t t o n o t e t h a t m i c e h a v e h i g h e r
v e n t i l a t i o n p e r k g o f b o d y w e i g h t , h i g h e r t i s s u e p e r f u s i o n , a n d h i gh e r r a t e s o f m e t a b o l i s m
th a n r a t s . T h e h i gh e r v e n t i l a t i o n r a t e r e s u l t s i n m i c e h a v i n g r o u g h l y t w i c e t h e i n h a l a t i o n a l
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u p t a k e o f b u t a d i e n e t h a n r a t s [ 1 ] C a n c e r s a s s o c i a t e d w i t h B D e x p o s u r e h a v e b e e n s h o w n t o
f o r m a t d i f f e r e n t l o c a t i o n s i n m i c e
,
r a t s
,
a n d h u m a n s . T u m o r s o f t h e h e m a t o p o i e t i c s y s t e m ,
h e a r t (h e m a n g i o s a r c o m a ) , l u n g , f o r e s t o m a c h , H a r d e r i a n g l a n d , p r e p u t i a l g l a n d , l i v e r ,
m a m m a r y g l a n d , o v a r y , a n d k i d n e y h a v e b e e n i n d u c e d i n m i c e . C a n c e r o f t h e p a n c r e a s ,
t e s t i s
,
t h y r o i d g l a n d , m a m m a r y g l a n d , u t e r u s , a n d Sy m b a l g l a n d h a v e b e e n i n d u c e d by B D
e x p o s u r e in r a t s [2 ] . I n h u m a n s , c a n c e r s o f t h e l y m p h a t i c a n d h e m a t o p o i e t i c s y s t e m s h a v e
b e e n a s s o c i a t e d w i t h B D e x p o s u r e . F u r t h e r s p e c i e s d i f f e r e n c e s i n v o l v e t h e e x p o s u r e
c o n c e n t r a t i o n s a t w h i c h m i c e a n d r a t s f o r m t u m o r s , w h e r e m i c e h a v e b e e n s h o w n t o f o r m
t u m o r s a t B D e x p o s u r e s m u c h l o w e r t h a n i n r a t s (6 . 2 5 p pm v s . 10 0 0 p p m ) [ 10] . T h e s e g r o s s
p h e n o t y p i c d i f f e r e n c e s a r e l i k e l y d u e t o s p e c i e s d i f f e r e n c e s i n m e t a b o l i s m a n d m e c h a n i s m s ,
f o l l o w i n g t h e p a r a d i gm t h a t r e a c t i v e m e t a b o l i t e s b i n d t o D N A , l e a d i n g t o m u t a t i o n s t h a t a r e
f i x e d th r o u gh c e l l r e p l i c a t i o n . W h e n th e s e m u t a t e d c e l l s u n d e r g o c l o n a l e x p a n s i o n , m o r e
m u t a t i o n s m a y a c c u m u l a t e , a n d u p o n f u r t h e r p r o l i f e r a t i o n , t u m o r s m a y f o r m .
M e t a b o l i s m W h i l e m e t a b o l i c p a t h w a y s a r e s i m i l a r a c r o s s s p e c i e s , t h e r e a r e s p e c i e s
d i f f e r e n c e s i n t h e r a t e s a t w h i c h m e t a b o l i t e s a r e f o r m e d . T h i s c a n b e m e a s u r e d b y t h e
d i f f e r e n c e s i n b l o o d a n d t i s s u e c o n c e n t r a t i o n s o f t h e m e t a b o l i t e s im m e d i a t e l y f o l l o w i n g
e x p o s u r e [ 1] . T h e s e d i f f e r e n c e s i n m e t a b o l i s m l i k e l y p l a y a r o l e i n t h e d i f f e r e n c e s i n
c a r c i n o g e n i c i t y s e e n a c r o s s s p e c i e s . F o r e x am p l e , t h e t r a n s f o r m a t i o n o f B D t o E B a n d E B t o
D E B a r e h i gh e r i n t h e m o u s e t h a n i n t h e r a t [ 1] . B l o o d c o n c e n t r a t i o n s o f E B i n m i c e a r e 4 - 8
t im e s h i gh e r i n m i c e t h a n i n r a t s w h i l e t i s s u e c o n c e n t r a t i o n s o f E B a r e 3 - 16 t i m e s g r e a t e r .
M o u s e b l o o d c o n c e n t r a t i o n s o f D E B a r e r o u g h l y 4 0 t im e s h i g h e r t h a n r a t b l o o d , w i t h t i s s u e
c o n c e n t r a t i o n s o f D E B r a n g i n g f r o m 4 - 16 3 f o l d h i gh e r i n m i c e t h a n i n r a t s . B l o o d
c o n c e n t r a t i o n d i f f e r e n c e s o f D E B a r e a c t u a l l y g r e a t e r a t h i g h e r e x p o s u r e s , a s i t s e e m s t h a t
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r a t s m a y s a t u r a t e t h e o x i d a t i o n o f E B t o D E B [ 1 ] . T h e s e m e t a b o H sm d i f f e r e n c e s a r e e v i d e n t
n o t o n l y f r o m d i r e c t a n a l y s i s o f t h e m e t a b o l i t e s , b u t m a y a l s o b e d e t e c t e d b y a n a l y s i s o f
h e m o g l o b i n a d d u c t s . F o r e x a m p l e , w h e n m i c e a n d r a t s w e r e e x p o s e d t o 62 . 5 p p m B D , m i c e
f o r m e d H B - V a l , P y r - v a l , a n d T H B - v a l a d d u c t s a t l e v e l s a b o u t 7 - , 3 5 - , a n d 2 - f o l d h i g h e r t h a n
r a t s [ 16 ] .
D e t o x i f i c a t i o n p a t h w a y s a r e a l s o d i f f e r e n t b e tw e e n s p e c i e s . W h i l e i n t h e m o u s e ,
g l u t a t h i o n e c o n j u g a t i o n i s t h e p r i n c i p a l p a t h w a y f o r r e m o v a l o f E B a n d D E B , h u m a n s
d e t o x i f y B D m e t a b o l i t e s b y h y d r o l y s i s . R a t s t e n d t o u s e g l u t a t h i o n e t r a n s f e r a s e (G S T ) t o
r e m o v e E B a n d D E B s l i g h t l y m o r e t h a n e p o x i d e h y dr o l a s e [ 1 ] . A n a l y s i s o f u r i n a r y
m e t a b o l i t e s a c r o s s s p e c i e s h a s s h o w n t h a t m i c e h a v e a g r e a t e r b u r d e n o f b u t a d i e n e a n d i t s
m e t a b o l i t e s . M i c e h a v e n e a r l y t h r e e t i m e s m o r e u r i n a r y m e t a b o l i t e s (n o r m a l i z e d t o b o d y
w e i gh t ) a s r a t s e x p o s e d t o t h e s a m e c o n c e n t r a t i o n o f B D [ 1] .
Mu t a g e n i c i ty M u t a g e n i c r e s p o n s e s , s u c h a s D N A a d du c t s a n d g e n e m u t a t i o n s , a r e
a l s o g r e a t e r i n m i c e t h a n i n r a t s . T h i s f o l l o w s w i t h t h e d i f f e r e n c e s i n m e t a b o l i s m b e c a u s e t h e
m e t a b o l i t e s a r e D N A r e a c t i v e [ 1] . N 7 m o n o a d d u c t s w e r e s h o w n t o b e f o r m e d a t h i gh e r
l e v e l s i n m i c e t h a n r a t s [ 19 ] . W h e n e x p o s e d t o t h e s a m e B D c o n c e n t r a t i o n , m i c e h a d a b o u t
5 - f o l d g r e a t e r D E B D N A - D N A c r o s s - l i n k s t h a n r a t s [2 0 ] . T h e s e D N A a d d u c t s c a n l e a d t o
f i x e d m u t a t i o n s d u r i n g c e l l u l a r r e p l i c a t i o n , a n d th e r e f o r e , s p e c i e s d i f f e r e n c e s a r e a l s o s e e n i n
m u t a t i o n f r e qu e n c i e s . F o r e x a m p l e , Hp r t m u t a t i o n f r e q u e n c y i s s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d f r o m
c o n t r o l s a t a b o u t a n 8- f o l d l o w e r e x p o s u r e i n m i c e t h a n i n r a t s [ 2 1 ] . A g a i n , m u t a t i o n s a r e
im p o r t a n t b e c a u s e t h e y c a n a c c u m u l a t e i n o n c o g e n e s o r t u m o r s u p p r e s s o r ge n e s a n d l e a d t o
c a n c e r .
1 1
G e n d e r D if f e r e n c e s
G e n d e r d i f f e r e n c e s h a v e a l s o b e e n n o t e d i n r e s p o n s e s t o B D e x p o s u r e i n b o t h m i c e
a n d r a t s
.
W h i l e f e m a l e s o f b o t h s p e c i e s w e r e f o u n d t o h a v e m o r e b i s - N 7 G - B D c r o s s l i n k s
[2 2 ] , n o g e n d e r d i f f e r e n c e s w e r e s e e n i n P y r - v dX, H B - G , o r T H B - G a d d u c t s i n m i c e o r r a t s .
St i l l
,
i n m i c e a n d r a t s f e m a l e s h a v e h a d n e a r l y 3 - f o l d a s m a n y H p r t m u t a t i o n s a s t h e i r m a l e
c o u n t e r p a r t s [ 16 , 2 1] T h i s c o u l d e x p l a i n w h y f e m a l e m i c e h a v e a l s o b e e n s h o w n t o d e v e l o p
l u n g a n d l i v e r t u m o r s a t l o w e r e x p o s u r e c o n c e n t r at i o n s t h a n m a l e s (6 . 2 5 v s . 6 2 . 5 p pm ) [ 16 ] .
T h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t f e m a l e s m a y h a v e a d e fi c i e n c y i n D N A c r o s s - l i n k r e p a i r [ 1 6 ] . T h i s
c o u l d b e a n im p o r t a n t fi n d i n g , a s i t m a k e s f e m a l e s a s u s c e p t i b l e p o p u l a t i o n t o n o t o n l y B D ,
b u t c h e m i c a l w i t h c r o s s - l i n k i n g p o t e n t i a l .
T h e s e fi n d i n g s , h o w e v e r , d o n o t s e e m t o b e c o n s i s t e n t w i t h h u m a n d a t a , a s i n
h u m a n s , f e m a l e w o r k e r s h a v e s im i l a r o r e v e n l o w e r a d d u c t f o r m a t i o n t h a n m a l e s [ 2 3 ] .
F u r t h e rm o r e
,
a n a l y s i s o f g l o b i n a d d u c t s w o u l d s e e m t o s u g g e s t t h a t f e m a l e s m e t a b o l i z e B D
l e s s t h a n m a l e s a n d m u t a g e n i c i t y s t u d i e s s h o w n o g e n d e r d i f f e r e n c e s i n H p r t m u t a t i o n s o r
s i s t e r c h r o m a t i d e x c h a n g e s [2 4 , 2 5 ] .
G e n e t i c s u s c e p t i b i l i ty f a c t o r s
C o n fl i c t i n g r e s u l t s f r o m m o l e c u l a r e p i d e m i o l o g i c a l s t u d i e s s u g g e s t t h a t u n d e r l y i n g
g e n e t i c f a c t o r s , s u c h a s p o l y m o r p h i s m s i n m e t a b o l i z i n g e n z y m e s o r D N A r e p a i r ge n e s m a y
p l a y a r o l e i n d e t e r m i n e t h e e f f e c t s o f B D [ 2 6 ] . F o r e x a m p l e , a 6 0 - f o l d v a r i a t i o n i n t h e
t r a n s f o r m a t i o n o f E B t o D E B t r a n s f o r m a t i o n h a s b e e n o b s e r v e d a c r o s s j u s t 1 0 h u m a n l i v e r
s a m p l e s , s u g g e s t i n g a h i g h d e gr e e o f i n t e r - i n d i v i d u a l v a r i a b i l i t y [2 7 ] . I t i s w i d e l y a c c e p t e d
t h a t m e t a b o l i s m p l a y s a n im p o r t a n t r o l e i n B D t o x i c i t y . Se v e r a l e n z y m e s t h a t a r e c r u c i a l t o
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t h e b i o t r a n s f o r m a t i o n p r o c e s s a r e k n o w n t o h a v e im p o r t a n t p o l y m o r p h i s m s . P o l y m o r p h i s m s
i n g e n e s c o d i n g f o r c y t o c h r o m e P 4 5 0 s , e p o x i de h y d r o l a s e , a n d g l u t a t h i o n e t r a n s f e r a s e s c o u l d
a f f e c t t h e m e t a b o l i s m o f B D . W h i l e i t h a s n ' t b e e n s t u d i e d w i t h r e g a r d t o B D , d i f f e r i n g
a c t i v i t i e s h a v e b e e n s h o w n fo r t h e a l p h a , m u , p i , a n d t h e t a c l a s s e s o f g l u t a t h i o n e t r a n s f e r a s e s
f o r t h e c o n j u g a t i o n o f i s o p r e n e m o n o e p o x i d e s w h i c h a r e s t r u c t u r a l l y s i m i l a r t o E B [ 1, 2 8 ] .
I n t e r e s t i n g l y , t h e m o s t e f fi c i e n t i s o f o r m s , m u a n d t h e t a , w e r e e x p r e s s e d i n a p p r o x im a t e l y
5 0 % o f t h e p o p u l a t i o n , s o t h a t t h o s e i n d i v i d u a l s l a c k i n g t h e s e f o r m s o f t h e e n z y m e s m a y
h a v e a l t e r e d d e t o x i fi c a t i o n .
I n v i t r o e x p e r im e n t s h a v e s h o w n D E B i n d u c e d t o x i c i t y t o c o r r e l a t e w i t h a G ST T l
n u l l g e n o t y p e [ 1 , 2 9 ] . W a n g , W a n g [ 2 6 ] a l s o f o u n d t h a t w o r k e r s w i t h c e r t a i n X R C C l
p o l y m o r p h i s m s , e s p e c i a l l y XR C C l 2 8 0 A r g l H i s a n d H i s / H i s g e n o t y p e s , w e r e a s s o c i a t e d w i t h
a g r e a t e r ft e q u e n c y o f m i c r o n u c l e i o r c h r o m o s o m e d a m a g e . G e n o t y p e s a s s o c i a t e d w i t h t h e
l o w a c t i v i t y o f t h e d e t o x i fi c a t i o n e n z y m e E PHX l a n d t h e D N A r e p a i r g e n e X P D h a v e a l s o
b e e n f o u n d t o c o r r e l a t e w i t h D N A d a m a g e [3 0 ] T h e s e s t u d i e s s u g g e s t t h a t i n t e r - i n d i v i d u a l
v a r i a b i l i t y p l a y s a r o l e i n d e t e r m i n i n g w h o i s s u s c e p t i b l e t o B D t o x i c i t y . T h e r e f o r e , a m o d e l
w i t h m e t a b o l i c c a p a b i l i t y a n d g e n e t i c d i v e r s i t y i s n e e d e d t o f u r t h e r e l u c i d a t e s u s c e p t i b l e
p o p u l a t i o n s .
R o l e o f e p i g e n e t i c e v e n t s i n B D t o x i c i ty i n m o u s e l i v e r
R e c e n t l y , i t h a s b e e n f o u n d t h a t B D e l i c i t s n o t o n l y a g e n o t o x i c r e s p o n s e , b u t a l s o a n
e p i ge n e t i c o n e . I n a s t u d y w h e r e m a l e C 5 7B L / 6 J m i c e w e r e e x p o s e d t o 0 , 6 2 5 o r 62 5 p pm
B D
,
K o t u r b a s h e t a l . o b s e r v e d a d o s e d e p e n d e n t i n c r e a s e i n T H B - G a d d u c t s , a m a r k o f D N A
d a m a g e , i n D N A i s o l a t e d f r o m t h e l i v e r . T h e y a l s o f o u n d t h e r e t o b e a d e c r e a s e i n g l o b a l
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D N A a n d L I N E l m e t h y l a t i o n , d e c r e a s e s i n h i s t o n e H 3 K 9 t r i m e t h y l a t i o n , h i s t o n e H 4 K 2 0
d im e th y l a t i o n a n d t r im e th y l a t i o n , a n d d i f f e r e n c e s i n t h e e x p r e s s i o n o f e n z y m e s (D N A
m e t h y l t r a n s f e r a s e s a n d d e m e t h y l a s e s ) g e n e r a l l y r e s p o n s i b l e f o r t h e m a i n t e n a n c e o f t h e s e
e p i g e n e t i c m a r k s i n l i v e r t i s s u e [ 3 1 ] . T h e s e fi n d i n g s w e r e i n t e r e s t i n g b e c a u s e t h e y s h o w e d
t h a t B D e l i c i t s a n e p i g e n e t i c r e s p o n s e i n a d d i t i o n t o t h e w e l l d o c u m e n t e d g e n o t o x i c r e s p o n s e ,
s u g g e s t i n g t h a t D N A d a m a g e m i gh t n o t b e t h e o n l y m o d e o f c a r c i n o g e n i c a c t i o n .
I n t e r s t r a i n v a r i a b i l i ty Wh i l e w o r k i n g w i t h g e n e t i c a l l y h o m o g e n o u s m o d e l s i s u s e f u l
i n t h e i n i t i a l i n v e s t i g a t i o n i n t o t o x i c o l o gi c a l m e c h a n i s m s , u s i n g a m u l t i s t r a i n a p p r o a c h c a n
a i d i n e x t r a p o l a t i n g t o x i c i t y e f f e c t s t o t h e g e n e r a l , d i v e r s e p o p u l a t i o n . W i t h a g e n e t i c a l l y
d i v e r s e d e s i g n , e l u c i d a t i o n o f g e n e t i c b a c k gr o u n d - d e p e n d e n t a n d - i n d e p e n d e n t a s p e c t s o f a
c h e m i c a l ' s t o x i c i t y m o d e o f a c t i o n i s p o s s i b l e . F u r t h e r m o r e , s u c h s t u d i e s c a n h e l p t o
e s t im a t e t h e i n t e r i n d i v i d u a l d i f f e r e n c e s i n t o x i c o d y n a m i c s a n d - k i n e t i c s a n d i d e n t i f y
b i o m a r k e r s o f t o x i c i t y w h i c h c a n s h e d l i g h t i n t o d i f f e r e n c e s in h u m a n s u s c e p t i b i l i t y t o
c a n c e r .
I n t h e i r n e x t s t u d y , K o t u r b a s h e t a l . [ 32 ] e x am i n e d th e s t r a i n d i f f e r e n c e s i n g e n o t o x i c
a n d e p i g e n e t i c d i f f e r e n c e s i n t h e m o u s e r e s p o n s e t o b u t a d i e n e e x p o s u r e . T h e y f o u n d
s u b s t a n t i a l d i f f e r e n c e s i n h e p a t i c g e n e t i c a n d e p i g e n e t i c r e s p o n s e s a m o n g t h e d i f f e r e n t
s t r a i n s . D N A d a m a g e , i n t h e f o r m o f h e p a t i c T H B - G a d d u c t s , o c c u r r e d i n a l l s t r a i n s
e x a m i n e d
,
b u t w a s s i g n i f i c a n t l y l e s s i n C A S T /E i J m i c e . T h e s t u d y a l s o d e m o n s t r a t e d t h e
v a r i a b i l i t y i n h e p a t i c e p i g e n e t i c a l t e r a t i o n s a m o n g s t r a i n s [3 2 ] . T h i s i s n o t u n f o u n d e d , a s
r e p o r t s h a v e d e t a i l e d s t r a i n - s p e c i f i c r e s p o n s e s i n r e s p o n s e t o c h e m i c a l e x p o s u r e [ 3 3 ] .
B y a n a l y z i n g th e g e n e t i c a n d e p i g e n e t i c a lt e r a t i o n s f o l l o w i n g B D e x p o s u r e , t h e
m o u s e s t r a i n s w e r e g r o u p e d i n t o t h r e e c l a s s e s : m i c e w i t h h i g h l e v e l s o f a d d u c t s a n d a
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d e c r e a s e i n g l o b a l / L I N E l D N A m e th y l a t i o n , m i c e w i t h a h i g h l e v e l s o f a d d u c t s a n d m i n im a l
a l t e r a t i o n s i n g l o b a l / L I N E l D N A m e t h y l a t i o n , a n d m i c e w i t h l o w l e v e l s o f a d d u c t s a n d
i n c r e a s e d h i s t o n e m e t h y l a t i o n . F u r t h e r e x a m i n a t i o n s h o w e d t h a t s t r a i n - s p e c i fi c d i f f e r e n c e s
m a y b e r e l a t e d t o u n i q u e c hr o m a t i n s t r u c t u r e s f o l l o w i n g g e n o t o x i c i n s u l t [ 3 2 ] . I n c r e a s e d
D N A m e th y l a t i o n a n d h i s t o n e H 3 K 9 , H 3 K 2 7 , a n d H 4 K 2 0 t r im e t h y l a t i o n i s a s s o c i a t e d w i t h
m o r e c o n d e n s e d c h r o m a t i n a n d s u b s e q u e n t g e n e s i l e n c i n g , w h i l e d e c r e a s e d D N A a n d h i s t o n e
H 3 K 9
,
H 3K 2 7
,
a n d H 4 K 2 0 m e t h y l a t i o n a p p e a r s t o b e a s s o c i a t e d w it h r e l a x e d c h r o m a t i n ,
c h a r a c t e r i z e d b y g r e a t e r t r a n s c r i p t i o n o f r e p e t i t i v e e l e m e n t s a n d o t h e r g e n o m i c i n s t a b i l i t y
e v e n t s . T h e r e s u l t s o f t h e s t u d y s e e m t o s u g g e s t t h a t t h e d i f f e r e n t i a l r e s p o n s e s i n t h e s t r a i n s
e x p o s e d t o B D c o u l d b e c a u s e d b y a l t e r a t i o n s i n t h e c h r o m a t i n s t r u c t u r e [ 3 2 ] .
S e v e r a l q u e s t i o n s r e m a i n u n a n s w e r e d f o l l o w i n g t h e s e r e c e n t s t u d i e s . W h i l e N 7
a d du c t s a r e g o o d m a r k e r s o f g e n o t o x i c i t y , t h e r e m i g h t b e m o r e D N A d a m a g e o c c u r r i n g .
D N A c r o s s l i n k s c a n c a u s e m o r e s e v e r e D N A d a m a g e , s u c h a s s t r a n d b r e a k s , t h a n s im p l e
a d d u c t s a n d h a v e y e t t o b e i n v e s t i ga t e d i n t h e s e s t r a i n s . F u r t h e r m o r e , t h e K o t u r b a s h e t a l .
s t u d i e s f o c u s e d o n t h e l i v e r
,
w i t h o u t i d e n t i f y i n g c h a n g e s i n o t h e r t a r g e t t i s s u e s , s u c h a s t h e
l u n g . A d d i t i o n a l e p i ge n e t i c m e c h a n i s m s , s u c h a s a c e t y l a t i o n , a l s o r e m a i n u n i n v e s t i g a t e d .
T h e p r e s e n t s t u d y w a s d e s i g n e d t o a d d r e s s t h e s e i s s u e s .
T o fu r t h e r i n v e s t i ga t e t h e h o w b a c k gr o i m d g e n e t i c s m a y p l a y a r o l e i n i n t e r i n d i v i d u a l
v a r i a b i l i t y a n d s u s c e p t i b i l i t y t o i n j u r y / c a n c e r i n d u c e d b y b u t a d i e n e , o n e s t r a i n f r o m e a c h o f
t h e t hr e e g r o u p s i d e n t i fi e d i n K o t u r b a s h , S c h e r h a g [3 2 ] . T h e C 5 7 B L / 6 J s t r a i n w a s
c h a r a c t e r i z e d a s h a v i n g l o w e r D N A a n d h i s t o n e H 3 K 9 , H 3 K 2 7 , a n d H 4 K 2 0 m e t h y l a t i o n ,
r e l a x e d c h r o m a t i n
,
e x p r e s s i o n o f L IN E l a n d m a j o r a n d m i n o r s a t e l l i t e s , a n d l i v e r t o x i c i t y .
A /J m i c e , h o w e v e r , h a d a l e s s s e v e r e h e p a t o t o x i c e f f e c t a l t h o u g h t h e y s t i l l h a d s i m i l a r
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a m o u n t s o f D N A a d du c t s . T h e C A S T /E i J s t r a i n w a s a l s o c h o s e n
,
a s i t f o r m e d s i g n i f i c a n t l y
l o w e r T H B - G u a a d d u c t s w i t h l i t t l e t o n o h e p a t o t o x i c i t y . I t w a s a l s o t h e o n l y s t r a i n t o s h o w
i n c r e a s e d H 3 K 9 , H 3 K 4 , H 4 K 2 0 , a n d H 3 K 2 7 t r im e t h y l a t i o n , w h i c h w e r e s u p p o r t e d b y t h e
i n c r e a s e i n E z h 2 h i s t o n e m e th y l a s e e x p r e s s i o n . T h e s e c h a n g e s a r e a s s o c i a t e d w i t h a
c o n d e n s e d h e t e r o c h r o m a t i n s t a t e t h a t m a y y i e l d D N A i n a c c e s s i b l e t o r e a c t i v e B D
m e t a b o l i t e s
,
r e s u l t i n g i n f e w e r D N A a d d u c t s a n d l e s s l i v e r t o x i c i t y . I t i s p o s s i b l e t h a t
d e t o x i f i c a t i o n / e l im i n a t i o n m a y a l s o p l a y a r o l e , a n d c o u l d p o t e n t i a l l y b e d u e t o c h a n g e s i n
g e n e e x p r e s s i o n r e s u l t i n g f r o m e p i g e n e t i c a lt e r a t i o n s [3 2 ] .
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C h a p t e r 2
I n t r o d u c t i o n
1
,
3 - b u t a d i e n e (B D ) i s b o t h a m a j o r in d u s t r i a l c h e m i c a l a n d a n u b i q u i t o u s
e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t [ 1] . I t h a s b e e n c l a s s i f i e d b y t h e E PA a n d l A R C a s a k n o w n h u m a n
c a r c i n o g e n [ 1, 3 ] . L a b o r a t o r y a n im a l s h a v e a l s o b e e n s h o w n t o d e v e l o p c a n c e r a ft e r
e x p o s u r e t o B D [ 1] . I n m i c e , t u m o r s h a v e b e e n f o u n d i n t h e h e m a t o p o i e t i c s y s t e m , h e a r t
(h e m a n g i o s a r c o m a ) , l u n g , f o r e s t o m a c h , H a r de r i a n g l a n d , p r e p u t i a l g l a n d , l i v e r , m a m m a r y
gl a n d , o v a r y , a n d k i d n e y [2 ] .
I t i s w i d e l y a c c e p t e d t h a t b i o t r a n s f o r m a t i o n o f B D i s n e c e s s a r y f o r t h e i n i t i a t i o n o f
t u m o r i g e n e s i s [3 4 ] . B D i s m e t a b o l i z e d b y t h e f a m i l y o f C Y P4 5 0 s i n t o e p o x i d e s t h a t c a n
c o v a l e n t l y b i n d b o t h D N A a n d p r o t e i n [ 3 5 , 3 6] . T r a d i t i o n a l l y , c a r c i n o g e n i c i t y s t u d i e s o f
B D h a v e f o c u s e d o n D N A a d d u c t f o r m a t i o n t h a t c a n l e a d t o m u t a t i o n s a n d c hr o m o s o m a l
a b e r r a t i o n s [ 2 0 , 3 4 ] . R e c e n t s t u d i e s , h o w e v e r , h a v e s h o w n t h a t B D i s n o t o n l y g e n o t o x i c a l l y
a c t i v e , b u t a l s o e l i c i t s e p i g e n e t i c c h a n g e s [3 1 , 3 2 ] . I t h a s b e e n s u g g e s t e d t h a t e p i g e n e t i c
c h a n g e s r e s u l t i n g f r o m c h e m i c a l e x p o s u r e s m a y b e a b l e t o s e r v e a s b i o m a r k e r s i n t o x i c i t y
a s s e s s m e n t [ 37 ] .
W h i l e i n i t i a l s t u d i e s o f t o x i c m e c h a n i s m s a r e g e n e r a l l y c a r r i e d o u t i n g e n e t i c a l l y
h o m o g e n o u s m o d e l s , d a t a o b t a i n e d f r o m t h e s e s t u d i e s d o e s l i t t l e t o f u r t h e r o u r u n d e r s t a n d i n g
o f h o w i n d i v i d u a l s i n t h e g e n e t i c a l l y h e t e r o g e n o u s h u m a n p o p u l a t i o n w i l l r e a c t t o e x p o s u r e
o f a t o x i c a n t . T o a c c o u n t f o r i n d i v i d u a l s u s c e p t i b i l i t y , a m u l t i s t r a i n a p p r o a c h c a n b e u s e d t o
h e l p e l u c i d a t e d i f f e r e n c e s i n t o x i c i t y t h a t a r e r e s u lt o f t h e u n d e r l y i n g g e n e t i c d i f f e r e n c e s i n
t h e h u m a n p o p u l a t i o n .
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S e v e r a l i m p o r t a n t q u e s t i o n s r e m a i n t o b e a d d r e s s e d w i t h r e g a r d t o g e n o t o x i c
m e c h a n i s m s a s w e l l a s e p i g e n e t i c a l t e r a t i o n s r e s u l t i n g f r o m i n h a l a t i o n a l B D e x p o s u r e . W h i l e
i t h a s b e e n e s t a b l i s h e d t h a t T H B - G a d d u c t s a r e f o r m e d a t d i f f e r e n t l e v e l s i n d i f f e r e n t m o u s e
s t r a i n s , t h e fo r m a t i o n o f D N A - D N A c r o s s - l i n k s , h a v e n o t b e e n e x a m i n e d a c r o s s a d i v e r s e
p a n e l o f m o u s e s t r a i n s . P r e v i o u s s t u d i e s h a v e a l s o m a i n l y f o c u s e d o n h e p a t i c a l t e r a t i o n s
w i t h o u t i d e n t i fy i n g c h a n g e s i n o t h e r t a r g e t t i s s u e s , s u c h a s t h e l u n g F u r t h e rm o r e , a d d i t i o n a l
e p i g e n e t i c m e c h a n i s m s , s u c h a s a c e t y l a t i o n , a l s o r e m a i n u n i n v e s t i g a t e d . T h e c u r r e n t s t u d y
l o o k s a t t h e s e e n d p o i n t s i n b o t h m a l e s a n d f e m a l e s o f s e l e c t e d s t r a i n s .
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C h a p t e r 3
M a t e r i a l s a n d M e t h o d s
A n i m a l s a n d e x p e r i m e n t a l d e s ig n . M a l e a n d f e m a l e A / J , CA S T / E i J , a n d C 5 7 B L / 6 J m i c e
(J a c k s o n L a b o r a t o r y , B a r H a r b o r , M E , U SA ; f e m a l e C A ST / E i J w e r e g e n e r o u s l y d o n a t e d b y
U N C
'
s C o l l a b o r a t i v e C r o s s p r o g r a m ) w e r e h o u s e d i n s t e r i l i z e d c a g e s i n a t e m p e r a t u r e -
c o n t r o l l e d (2 4
° C ) r o o m , w i t h a 12 / 12 - h r l i g h t ^d a r k c y c l e , a n d g i v e n a d l i b i t u m a c c e s s t o
p u r i f i e d w a t e r a n d N I H - 3 1 p e l l e t e d d i e t (P u r i n a M i l l s , R i c hm o n d , EST, U S A ) . A ft e r a 2 - w e e k
a c c l i m a t i o n p e r i o d , t h e m i c e (9 - 13 w e e k s o f a g e ) w e r e a l l o c a t e d r a n d o m l y i n t o t h r e e g r o u p s
(« = 3 p e r g r o u p ) : o n e c o n t r o l g r o u p (e x p o s e d t o fi l t e r e d a i r ) a n d tw o e x p e r im e n t a l g r o u p s
(l o w : - 13 p pm o r h i g h : - 4 2 5 p pm B D ). E x p o s u r e s w e r e c o n du c t e d 6 h r / d a y , 5 d a y s /w e e k
(M o n d a y t hr o u g h F r i d a y ) f o r 2 w e e k s . E a c h e x p e r i m e n t a l d a y , m i c e w e r e p l a c e d i n a c y l i n ¬
d r i c a l m e t a l m e s h h o l d e r f o r t h e du r a t i o n o f e x p o s u r e a n d t h e n r e t u r n e d t o t h e i r c a g e s . T h e
m i c e w e r e w e i g h e d d a i l y T h e c o n c e n t r a t i o n s o f B D i n e x p o s u r e c h a m b e r s w e r e m o n i t o r e d
a t t h e b e g i n n i n g a n d e n d o f e a c h e x p o s u r e p e r i o d u s i n g g a s c h r o m a t o g r a p h y . A ft e r t h e l a s t
e x p o s u r e , m i c e w e r e a n e s t h e t i z e d w i t h N e m b u t a l ( 10 0 m g / k g i n t r a p e r i t o n e a l i n j e c t i o n ) . T h e
l i v e r s
,
k i d n e y s , l i m g s , b l o o d , a n d b o n e m a r r o w w e r e e x c i s e d . A s l i c e o f t h e m e d i a l l o b e o f
t h e l i v e r
,
a s w e l l a s a s l i c e o f t h e k i d n e y w a s fi x e d i n 10% n e u t r a l b u f f e r e d f o r m a l i n f o r 4 8 h r
f o r h i s t o p a t h o l o g i c a l e x a m i n a t i o n u s i n g h e m a t o x y l i n a n d e o s i n - s t a i n e d s e c t i o n s . T h e
r e m a i n i n g t i s s u e w a s f r o z e n im m e d i a t e l y i n l i q u i d n i t r o g e n a n d s t o r e d a t - 8 0
° C f o r
s u b s e qu e n t a n a l y s e s . T h e a n i m a l s w e r e t r e a t e d h u m a n e l y a n d w i th r e g a r d f o r a l l e v i a t i o n o f
s u f f e r i n g . T h e e x p e r im e n t s w e r e a p p r o v e d b y t h e In s t i t u t i o n a l A n im a l C a r e a n d U s e
C o m m i t t e e a t t h e U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a a t C h a p e l H i l l .
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Me a s u r e m e n t o f B D c h a m b e r c o n c e n t r a t i o n s by g a s c h r o m a t o g r a p h y . T h e c o n c e n t r a t i o n
o f B D i n t h e l o w a n d h i g h e x p o s u r e c h a m b e r s w a s m o n i t o r e d t w i c e a d a y : a n h o u r i n t o a n d
a n h o u r b e f o r e t h e e n d o f t h e e x p o s u r e . A n a i r s a m p l e w a s t a k e n f r o m e a c h o f t h e c h a m b e r s
a n d a n a l y z e d w i th a V a r i a n C P - 3 8 0 0 g a s c hr o m a t o g r a p h . T h e g a s c h r o m a t o g r a p h u t i l i z e d a
10 m i l l i l i t e r g a s s a m p l e l o o p i n j e c t o r fl u s h e d f r o m a s a m p l e T e fl o n b a g p u r g e d w it h s a m p l e
o f t h e e x p o s u r e g a s w a s i n j e c t e d o n t o a s e p a r a t o r y c o lu m n t o i s o l a t e t h e b u t a d i e n e f r o m a i r
f o r i n t e g r a t i o n o f t h e r e s p o n s e f r o m a fl a m e i o n i z a t i o n d e t e c t o r . T h e 3 0 f o o t l o n g b y 1/ 8 i n c h
d i a m e t e r s t a i n l e s s s t e e l p a c k e d c o l u m n i s a Su p e l c o (B e l l e f o n t e , P A ) p a r t n u m b e r 12 80 9 - U
u s i n g 2 3% S P - 17 0 0 a c t i v e p h a s e o n 80 / 10 0 C h r o m o s o r b P A W s u p p o r t . C a l i b r a t i o n o f t h e
i n s t r u m e n t w a s a c c o m p l i s h e d w i t h a n a l y s i s o f a c o m m e r c i a l g a s s t a n d a r d o f a n 8 - c o m p o n e n t
h y d r o c a r b o n m i x t u r e (R e f# 8 8- 10 4 3 17 ) p r e p a r e d b y N a t i o n a l S p e c i a l t y G a s e s (M o r r i s v i l l e
N C ), c e r t i fi e d u s i n g N I S T t r a c e a b l e s t a n d a r d s w i t h 5% u n c e r t a i n t y .
D e t e r m i n a t i o n of N - 7 g u a n i n e a d d u c t f o r m a t i o n G e n o m i c D N A w a s i s o l a t e d f r o m m o u s e
l i v e r t i s s u e s u s i n g t h e Qi a g e n D N e a s y B l o o d & T i s s u e K i t (Q i a ge n , V a l e n c i a , C A ) . T h e
a n a l y s i s o f N - 7 - (2 , 3 , 4 - t r i h y d r o x y b u t - l - y l ) - g u a n i n e (T H B - G u a ) w a s p e r f o r m e d f o l l o w i n g
n e u t r a l t h e r m a l h y d r o l y s i s b y l i q u i d c h r o m a t o g r a p h y /p o s i t i v e i o n e l e c t r o s p r a y
i o n i z a t i o n / m a s s s p e c t r o m e t r y /m a s s s p e c t r o m e t r y (L C / E S I
^
/ M S/M S) a s d e s c r i b e d e l s e w h e r e
[ 19 ] w i t h m i n o r m o d i fi c a t i o n s . B r i e fl y , D N A ( 10 0 |a g ) f r o m e a c h s a m p l e w a s s p i k e d w i t h
50 0 f m o l s t a b l e i s o t o p e l a b e l e d T H B - G u a i n t e r n a l s t a n d a r d (r a c e m i c [
^ ^N 5 ] T H B - G u a ) a n d
a dj u s t e d w it h d e i o n i z e d w a t e r t o 4 0 0 [i L v o l u m e . N e u t r a l t h e r m a l h y d r o l y s i s w a s p e r f o r m e d
a t 9 5 ° C f o r 3 0 m i n u t e s a n d s a m p l e s w e r e c e n t r i f u g e d t h r o u g h a 10 - k D a fi l t e r . T h e s a m p l e s
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w e r e t h e n p u r i f i e d b y o f f - l i n e H P L C u s i n g a Su n f i r e 4 . 6 x 2 50 m m c o l u m n (W a t e r s C o r p . ,
M i l f o r d , M A ) a t a fl o w r a t e o f 1 m L / m i n u t e w i t h 1 0 mM a m m o n i u m f o rm a t e a t a p H o f 4 . 3
s e r v i n g a s m o b i l e p h a s e A a n d m e t h a n o l a s m o b i l e p h a s e B . C o l l e c t e d f r a c t i o n s w e r e dr i e d
d o w n c o m p l e t e l y b y v a c u u m c e n t r i f u g a t i o n a n d t h e n r e c o n s t i t u t e d i n 2 0 u L o f w a t e r b e f o r e
i n j e c t i o n i n t o t h e A C QU I T Y U P L C H SS T 3 C 18 c o l u m n (2 . 1 x 10 0 m m , 1. 8 u m a t 2 0 0
u L /m i n ) (W a t e r s C o r p . , M i l f o r d , M A , U SA ) c o u p l e d t o a T SQ Qu a n t u m U l t r a t r i p l e
q u a d r u p o l e m a s s s p e c t r o m e t e r (T h e r m o Sc i e n t i fi c , S a n J o s e , C a l i f o r n i a ) . M o b i l e P h a s e A
w a s 0 . 1% a c e t i c a c i d i n w a t e r w h i l e m e t h a n o l w a s u s e d a s m o b i l e p h a s e B . A g r a d i e n t
e l u t i o n m e t h o d f r o m 1% B t o 8 0% B o v e r 5 m i n u t e s w a s u s e d t o a c h i e v e s e p a r a t i o n w i t h a
t o t a l c y c l e t im e o f 15 m i n u t e s p e r i n j e c t i o n . Qu a n t i t a t i o n o f t h e T H B - G u a a n a l y t e a n d
i n t e r n a l s t a n d a r d w a s p e r f o r m e d b y S e l e c t e d R e a c t i o n M o n i t o r i n g (SR M ) u s i n g p r e c u r s o r t o
f r a g m e n t i o n t r a n s i t i o n s o f m / z 2 5 6 . 1 > 15 2 . 1 (T H B - G u a ) a n d m /z 2 6 1 . 1 > 15 7 . 1
([
• ^
N s JT H B - G u a ) w i t h c o l l i s i o n e n e r g y o f 2 0 V f o r b o t h .
D e t e r m i n a t i o n of B i s - N 7 G - B D f o r m a t i o n . D N A a l i q u o t s ( 10 0 |j ,g ) w e r e i s o l a t e d w i t h t h e
Q i a g e n D N e a s y B l o o d a n d T i s s u e K i t . U s i n g t h e m e t h o d o u t l i n e d i n Sa n g a r a j u , G o g g i n [ 3 8 ] .
B r i e fl y , t h e a l i q u o t s w e r e s p i k e d w i t h r a c e m i c
^N i o - b i s - N 7 G - B D i n t e r n a l s t a n d a r d ,
s u bj e c t e d t o n e u t r a l t h e r m a l h y d r o l y s i s (7 0
° C fo r 1 h ) f o l l o w e d b y u l t r a fi l t r a t i o n t h r o u g h a
N a n o s e p l OK fi l t e r (P a l l L i f e Sc i e n c e s , A rm A r b o r , M I ) a n d o f f - l i n e H P L C p u r i fi c a t i o n .
I n i t i a l p u r i fi c a t i o n u s e d a Z o r b a x E c l ip s e X D B C 18 (4 . 6 x 15 0 m m , 5 |x m , f r o m A g i l e n t
T e c hn o l o g i e s P a l o A l t o , C A ) c o l u m n w a s e l u t e d a t 1 m L /m i n w i t h a g r a d i e n t o f 0 . 4 % fo r m i c
a c i d i n M i l l i - Q w a t e r (m o b i l e p h a s e A ) a n d H P L C g r a d e a c e t o n i t r i l e (m o b i l e p h a s e B ) . B i s -
N 7 G - B D c o n t a i n i n g f r a c t i o n s , c o l l e c t e d b e t w e e n 14 - 18 m i n u t e s , w e r e d r i e d c o m p l e t e l y a n d
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d i s s o l v e d i n 2 5 u L w a t e r . F o r n a n o - H P L C - n a n o E S I + - M S / M S a n a l y s i s , a W a t e r s
n a n o A c q u i t y U P L C s y s t e m (W a t e r s C o r p . , M i l l f o r d , M A ) w a s i n t e r f a c e d t o a T h e r m o -
F i n n i g a n T SQ Qu a n t u m U l t r a A M m a s s s p e c t r o m e t e r (T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c C o r p . ,
W a l t h a m
,
M A ) a n d u s e d f o r a l l a n a l y s e s w i t h 0 . 0 1% a c e t i c a c i d i n L C M S g r a d e w a t e r u s e d
a s m o b i l e p h a s e A a n d L C - M S g r a d e m e t h a n o l : a c e t o n i t r i l e ( 1 : 1 ) a s m o b i l e p h a s e B . Sa m p l e s
w e r e f i r s t l o a d e d o n a t r a p p i n g c o l u m n (S y m m e t r y C I 8 n a n o A c q u i t y , 0 . 18 x 2 0 m m . W a t e r s
C o r p . , M i l l f o r d , M A ) a t 1 0 u L /m i n , w h i c h w a s f o l l o w e d b y c h r o m a t o g r a p h i c s e p a r a t i o n
u s i n g n a n o - H PL C c o l u m n (7 5 |x m x 2 0 0 mm ) m a n u a l l y p a c k e d w i t h Z o r b a x SB - C 1 8, 5 u m
c h r o m a t o gr a p h i c p a c k i n g (A g i l e n t T e c h . Sa n t a C l a r a , C A ) . T h e c o l u m n w a s e l u t e d a t 0 4
u L /m i n
,
a n d f o l l o w i n g t h e g r a d i e n t c h a n g e s b i s - N 7 G - B D e l u t e d a t a b o u t 15 m i n .
Qu a n t i t a t i o n w a s b a s e d o n t h e a r e a s o f t h e a n a l y t e p e a k s o n t h e c hr o m a t o gr a m s
c o r r e s p o n d i n g t o t h e a r e a o f t h e i n t e r n a l s t a n d a r d p e a k s . S t a n d a r d c u r v e s w e r e c o n s t r u c t e d
b y a n a l y z i n g s o l u t i o n s w i t h k n o w n a m o u n t s o f i n t e r n a l a n d a n a l y t e s t a n d a r d s , f o l l o w e d b y
r e g r e s s i o n a n a l y s i s o f t h e a c t u a l a n d t h e o b s e r v e d a m o u n t s o f b i s - N 7 G - B D .
Q u a n t i t a t i v e r e v e r s e - t r a n s c r ip t i o n p o ly m e r a s e c h a i n r e a c t i o n (P CR ) . T o t a l R N A w a s
e x t r a c t e d f r o m m o u s e l i v e r a n d l u n g t i s s u e s u s i n g t h e Q i a g e n m i R N e a s y k i t . C o m p l e m e n t a r y
D N A (c D N A ) w a s s y n t h e s i z e d f r o m 10 |a g t o t a l R N A u s i n g th e H i g h - C a p a c i t y c D N A
R e v e r s e T r a n s c r i p t i o n K i t (A p p l i e d B i o s c i e n c e s , C a r l s b a d , CA ) . G e n e e x p r e s s i o n w a s
d e t e r m i n e d f o r 1 0 g e n e s : D n m t l , D n m t 3 a , D n m t 3 b , S u v 3 9 h l , Su v 42 0h 2 , E z h 2 , P r d m 2 ,
X r c c l
,
Mg m t , a n d Mp g A l l p r im e r s w e r e p u r c h a s e d f r o m A p p l i e d B i o s y s t e m s (C a r l s b a d ,
C A ) a n d t h e i r g e n e e x p r e s s i o n a s s a y n u m b e r s a r e l i s t e d i n T a b l e 2 . T h e r e l a t i v e l e v e l o f
m RN A fo r e a c h ge n e w a s d e t e r m i n e d u s i n g t h e 2
"^ ^ ^ '
m e th o d [ 3 9 ] a s c o m p a r e d t o t h e
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h o u s e k e e p i n g g e n e G u s b . T h e r e s u h s a r e p r e s e n t e d a s f o l d c h a n g e f o r e a c h m R N A i n t h e
l i v e r o f m i c e e x p o s e d t o B D r e l a t i v e t o t h o s e f r o m c o n t r o l m i c e
G e n e
G u s b
D n m t l
D n m t Sa
D n m t Sb
S u v 3 9 h l
S u v 4 2 0 h 2
E z h 2
P r d m 2
X r c c l
Mg m t
Mp g
G e n e E x p r e s s i o n A s s a y N u m b e r
M m 0 04 4 6 9 5 3 m l
M m 0 0 5 9 9 7 6 3 m l
Mm 0 0 4 3 2 8 8 1 m l
M m 0 12 4 0 1 13 m l
M m 0 04 6 89 52 m l
M m 0 0 52 53 6 6 m l
M m 0 04 6 84 6 4 m l
M m 0 1 34 89 17 m l
M m 0 04 94 2 2 2 m l
M m 0 04 8 50 14 m l
M m 0 04 4 7 8 72 m l
T a b l e 2 . S e l e c t e d p r im e r s a n d t h e i r a s s a y n u m b e r s f r o m A p p l i e d B i o s y s t e m s
D e t e r m i n a t i o n of g l o ba l D N A m e t h y l a t i o n s t a t u s by m e t h y l a t i o n - s e n s i t i v e c y t o s i n e
e x t e n s i o n a s s a y . T h e e x t e n t o f g l o b a l D N A m e t hy l a t i o n w a s e v a l u a t e d u s i n g a r a d i o l a b e l e d
de o x y c y t i d i n e - 5
'
- t r i p h o s p h a t e ([ 3H ]d C T P ) e x t e n s i o n a s s a y a s d e s c r i b e d e l s e w h e r e (P o g r i b n y
e t a l . 19 9 9 ) .
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Wes t e r n b l o t a n a l y s i s o f h i s t o n e m o d if i c a t i o n s a n d p r o t e i n e x p r e s s i o n . T h e W e s t e r n b l o t
a n a l y s i s p r o c e d u r e d e s c r i b e d b y T r y n d y a k e t a l . (2 0 0 6) w a s f o l lo w e d t o a s s e s s t h e s t a t u s o f
H 4 l y s i n e 2 0 (H 4 K 2 0) , H 3 l y s i n e 9 (H 3 K 9) , H 3 l y s i n e 2 7 (H 3 K 2 7 ) t r im e th y l a t i o n , H 3 l y s i n e
5 6 a c e t y l a t i o n , H 4 K 2 0 d im e t h y l a t i o n , a s w e l l a s p r o t e i n l e v e l s o f D N A m e t h y l t r a n s f e r a s e 1
(D n m t l ) , D N A m e t h y l t r a n s f e r a s e 3 a (D N M T 3 a ) , a n d D N A m e t h y l t r a n s f e r a s e 3 b
(D N M T 3b ) . B r i e f l y , a c i d e x t r a c t s o f t o t a l h i s t o n e s o r p r o t e i n e x t r a c t s w e r e i s o l a t e d f r o m t h e
l i v e r t i s s u e s
,
s e p a r a t e d b y s o d i u m d o d e c y l s u l f a t e - p o l y a c r y l a m i d e g e l e l e c t r o p h o r e s i s , a n d
s u bj e c t e d t o im m u n o b l o t t i n g u s i n g s p e c i f i c a n t i b o d i e s . F o r t h e h i s t o n e m o d i f i c a t i o n s ,
c h e m i l u m i n e s c e n c e d e t e c t i o n w a s p e r f o r m e d w it h h o r s e r a d i s h p e r o x i d a s e s u b s t r a t e f o r
W e s t e r n b l o t t i n g (M i l l i p o r e C o r p . , B i l l e r i c a , M A , U SA ) a n d m e a s u r e d d i r e c t l y b y a
B i o Sp e c t r u m A C I m a g i n g Sy s t e m (B i o Sp e c t r u m , U p l a n d , C A , U S A ) T h e s i g n a l i n t e n s i t y
w a s a n a l y z e d b y Im a g e J s o f tw a r e (v e r s i o n 1 . 4 . 3 . 6 7 ) . F o r t h e D N A m e t h y l t r a n s f e r a s e s ,
i n f r a r e d d e t e c t i o n w a s u s e d w i t h t h e L i - C o r O d y s s e y i m a gi n g s y s t e m a n d im a g e s t u d i o
s o ft w a r e (L i - C o r B i o s c i e n c e s , L i n c o l n , N E ) .
S t a t i s t i c a l a n a ly s e s . R e s u l t s a r e p r e s e n t e d a s m e a n ± SD . St a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e c o n d u c t e d
b y o n e - w a y A N O V A , w i t h p a i r w i s e c o m p a r i s o n s m a d e w it h B o n f e r r o n i
'
s m u l t ip l e
c o m p a r i s o n s t e s t u s i n g G r a p h p a d Pr i s m s o ft w a r e (G r a p h P a d So ft w a r e I n c , L a Jo l l a , C A );
/ '
- v a l u e s < 0 . 0 5 w e r e c o n s i d e r e d s i g n i f i c a n t .
24
C h a p t e r 4
R e s u l t s
B o dy We i g h t
B o d y w e i g h t w a s m e a s i i r e d t o m o n i t o r t h e o v e r a l l h e a l t h o f t h e a n i m a l s t h r o u g h o u t t h e
e x p e r im e n t . R e s u l t s a r e d i s p l a y e d i n F i g u r e 2 (A - C ) . O n d a y s 1 - 9 , b o d y w e i g h t w a s
r e c o r d e d im m e d i a t e l y b e f o r e t h e e x p o s u r e . O n d a y 10 , b o dy w e i gh t w a s r e c o r d e d
i m m e d i a t e l y f o l l o w i n g t h e e x p o s u r e , b u t b e f o r e t h e s a c r i f i c e . B e c a u s e a n im a l s o f t h e s a m e
s t r a i n , g e n d e r , a n d e x p o s u r e w e r e a l l h o u s e d i n o n e c a g e (n = 3) w i t h o u t m a r k i n g s , t h e b o d y
w e i g h t s w e r e a v e r a g e d f o r e a c h c a g e
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D a y
- « — C5 7 B L/ 6J Fe m a le s
- • ~ C5 7 B L/ 6J M a le s
—^ —A / J Fe m a l e s
) ( A / J M a l e s
• CA ST / EIJ Fe m a l e s
• CA ST / EIJ M a le s
F i g u r e 2 . C
F i gu r e 2 B o d y w e i g ht m e a s u r e m e n t s t h r o u g h o u t t h e e x p o s u r e a v e r a g e d w i th i n h o u s i n g
c a g e s . H o u s i n g c a g e g r o u p s w e r e d e t e r m i n e d b y g e n d e r a n d e x p o s u r e l e v e l . C 5 7 B L / 6 J
f e m a l e s a r e r e p r e s e n t e d b y b l u e d i a m o n d s (
~ * ~ ); C 57 B L /6 J m a l e s a r e r e p r e s e n t e d b y r e d
s q u a r e s (
" * " ) ; A / J f e m a l e s a r e r e p r e s e n t e d b y g r e e n t r i a n g l e s (
" * " ); A / J m a l e s a r e
r e p r e s e n t e d b y p u r p l e e x e s (
" " ' ^ ) ; C A ST / E i J f e m a l e s a r e r e p r e s e n t e d b y t u r q u o i s e s t a r s
(
" * - ); CA ST / E i J m a l e s a r e r e p r e s e n t e d b y o r a n g e c i r c l e s (
- * - ) . (A ) I n c o n t r o l s , b o d y
w e i gh t d e c r e a s e d b y a b o u t 12% i n e a c h g r o u p , w h e r e C 5 7 B L / 6 J m a l e s a n d fe m a l e s h a d t h e
g r e a t e s t w e i gh t l o s s . (B ) In t h e l o w e x p o s u r e a n im a l s , b o d y w e i g h t d e c r e a s e d b y a b o u t 10%
2 6
i n e a c h g r o u p , w h e r e f e m a l e CA ST /E i J a n d m a l e A /J m i c e s a w th e m o s t w e i gh t l o s s . (C ) I n
t h e h i g h e x p o s u r e a n im a l s , t h e b o d y w e i g h t d e c r e a s e d b y a b o u t 15% i n e a c h g r o u p , w h e r e ^^
f e m a l e CA ST /E i J a n d m a l e C 5 7B L / 6 J l o s t t h e m o s t w e i g h t .
B D e x p o s u r e c h a m b e r m e a s u r e m e n t s
T h e c o n c e n t r a t i o n s o f b u t a d i e n e i n t h e h i gh a n d l o w e x p o s u r e c h a m b e r s w e r e m o n i t o r e d b y
g a s c hr o m a t o g r a p h y a n h o u r i n t o , a n d a n h o u r b e fo r e t h e e n d o f t h e e x p o s u r e s e a c h d a y
B o t h m e a s u r e m e n t s t a k e n e a c h d a y f o r e a c h c h a m b e r a r e d i s p l a y e d i n F i g u r e 3 . T h e h i gh
t a r g e t c o n c e n t r a t i o n w a s 6 2 5 p p m B D . D u e t o i s s u e s w i t h t h e f l o w c o n t r o l l e r s , t h e
c o n c e n t r a t i o n f l u c t u a t e d g r e a t l y t h r o u gh t h e f i r s t w e e k o f t h e e x p e r im e n t . O v e r t h e t w o
w e e k s o f t h e e x p e r im e n t , t h e a v e r a g e c o n c e n t r a t i o n i n t h e h i g h e x p o s u r e c h a m b e r w a s 4 2 5 . 8 3
p pm w h i l e t h e a v e r a ge c o n c e n t r a t i o n i n t h e l o w e x p o s u r e c h a m b e r w a s 13 4 5 p p m .
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F i g u r e 3 . C o n c e n t r a t i o n o f B D i n h i g h a n d l o w e x p o s u r e c h a m b e r s a s m e a s u r e d b y g a s
fl p c h r o m a t o gr a p h y . T h e l i n e t h a t b e s t f i t s t h e l o w e x p o s u r e c h a m b e r c o n c e n t r a t i o n d a t a i s y
0 . 4 8 3 7 x 2 + 5 . 4 4 5 5X + 2 . 12 4 9
,
w h e r e R ^ = 0 . 6 7 0 8 . T h e h i gh e x p o s u r e c h a m b e r
c o n c e n t r a t i o n s a r e b e s t d i s p l a y e d w i t h t h e l i n e y
= 194 . 8 3 1n (x ) + 13 1 . 5 5 , w h e r e t h e R ^ =
0 . 7 7 7 5 . M e a s u r e m e n t s f o r t h e l o w c h a m b e r a r e p l o t t e d w i t h a b l u e d i a m o n d ( ♦ )
r e p r e s e n t i n g t h e m o r n i n g m e a s u r e m e n t a n d a r e d s q u a r e ( ■ ) r e p r e s e n t i n g t h e a ft e r n o o n
m e a s u r e m e n t . H i gh c h a m b e r m o r n i n g a n d a ft e r n o o n m e a s u r e m e n t s a r e r e p r e s e n t e d b y
p u r p l e c i r c l e s ( ♦ ) a n d t e a l t r i a n g l e s ( A ) , r e s p e c t i v e l y .
H e p a t i c N - 7- (2 , 3 , 4 - t r i h y d r o x y b u t - l - y l) - g u a n i n e ( T H B - G u a ) A d d u c t s
T H B - G u a a d d u c t s i n l i v e r t i s s u e w e r e q u a n t i f i e d u s i n g L C / E SI VM S /M S a n d a r e d i s p l a y e d i n
F i g u r e 4 . T h e n u m b e r o f a d d u c t s i n t h e c o n t r o l a n i m a l s f r o m e a c h g r o u p w a s b e l o w t h e
l o w e r l im i t o f q u a n t i t a t i o n (9 . 0 8 a d d u c t s / 10 n u c l e o t i d e s ) . F o r s t a t i s t i c a l a n a l y s e s , t h e
c o n t r o l a d d u c t s w e r e a l l a s s u m e d t o b e 0 a d d u c t s / 10
^
n u c l e o t i de s . W i t h i n e a c h g r o u p
(d e f i n e d a s s a m e s t r a i n a n d g e n d e r ) , t h e r e w a s a s i g n i f i c a n t i n c r e a s e i n a d d u c t f o r m a t i o n i n
t h e h i gh e x p o s u r e a n im a l s a s c o m p a r e d t o t h e c o n t r o l a n im a l s a s w e l l a s t h e l o w e x p o s u r e
a n i m a l s . I t sh o u l d b e n o t e d t h a t t h e m a l e C A ST / E i J g r o u p o n l y c o n t a i n e d o n e a n im a l b y t h e
e n d o f t h e e x p o s u r e . T h u s , s i g n i f i c a n c e c o u l d n o t b e o b t a i n e d . D i f f e r e n c e s i n a d d u c t
f o r m a t i o n w e r e a l s o s e e n b e t w e e n t h e s t r a i n s . C A ST / E i J m i c e f o r m e d s i g n i f i c a n t l y f e w e r
T H B - G u a a d d u c t s i n b o t h m a l e s a n d f e m a l e s a s c o m p a r e d t o t h e A / J a n d C 5 7 B L / 6 J m i c e o f
t h e s a m e s t r a i n . G e n d e r d i f f e r e n c e s w e r e s e e n i n t h e C 5 7 B L /6 J m i c e , w i t h m a l e s f o r m i n g
2 1% m o r e a d d u c t s t h a n f e m a l e s .
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F i g u r e 4 . T o t a l T H B - G u a a d d u c t f o r m a t i o n i n l i v e r . D a t a i s p r e s e n t e d a s m e a n ± S D ,
w h e r e gr a y b a r s r e p r e s e n t t h e l o w e x p o s u r e a n im a l s a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i gh e x p o s u r e
a n im a l s . A d d u c t s i n t h e l i v e r s o f c o n t r o l a n i m a l s w e r e b e l o w t h e l o w e r l im i t o f q u a n t i t a t i o n
o
(5 a d d u c t s / 1 0 n u c l e o t i d e s ) a n d w e r e t a k e n a s 0 f o r s t a t i s t i c a l a n a l y s i s . A s t e r i s k s (* ) d e n o t e
s i gn i f i c a n t (p < 0 . 0 5) d i f f e r e n c e s i n a d du c t s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e sp o n d i n g s t r a i n a n d
ge n d e r . N u m b e r s i g n s (# ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s i n a d d u c t s f r o m t h e l o w
e x p o s u r e m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r . P e r c e n t a g e s i g n s (% ) d e n o t e
s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5) d i f f e r e n c e s f r o m th e m a l e m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d e x p o s u r e
l e v e l . B r a c k e t s ( ' I) d e n o t e s i gn i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s i n a d d u c t s b e t w e e n s t r a i n s o f
t h e c o r r e s p o n d i n g ge n d e r a n d e x p o s u r e l e v e l .
H is t o n e M o difi c a t i o n s E v a l u a t e d by We s t e r n B l o t
2 9
I n p r e v i o u s s t u d i e s , h i s t o n e m o d i f i c a t i o n s w e r e s h o w n t o b e a l t e r e d b y B D e x p o s u r e [3 1]
w i t h s u b s t a n t i a l i n t e r s t r a i n v a r i a b i l i t y [3 2 ] . W e w e r e i n t e r e s t e d i n w h e t h e r t h e r e w e r e g e n d e r
d i f f e r e n c e s i n h i s t o n e m o d i f i c a t i o n s a n d i f o t h e r h i s t o n e m o d i f i c a t i o n s w e r e a l t e r e d f o l l o w i n g
B D e x p o s u r e t h a t h a d y e t t o b e i n v e s t i g a t e d .
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F i gu r e 5 . H i s t o n e 3 l y s i n e 9 t r i m e t h y l a t i o n i n l i v e r n o r m a l iz e d t o c o n t r o l s . H 3 K 9
t r i m e t h y l a t i o n w a s e v a l u a t e d b y w e s t e r n b l o t . D a t a i s p r e s e n t e d i n p e r c e n t c h a n g e o v e r
c o n t r o l
,
w h e r e w h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l a n i m a l s , g r a y b a r s r e p r e s e n t l o w e x p o s u r e
a n im a l s
,
a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i gh e x p o s u r e a n im a l s . A s t e r i s k s (
* ) d e n o t e s i g n i f i c a n t
(p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r . P e r c e n t a g e
s i gn s (% ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5) d i f f e r e n c e s i n c h a n ge r e s p o n s e f r o m t h e m a l e m i c e o f
t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d e x p o s u r e l e v e l . B r a c k e t s ( ' 1) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5)
d i f f e r e n c e s i n c h a n g e r e s p o n s e b e t w e e n s t r a i n s o f t h e c o r r e s p o n d i n g ge n d e r a n d e x p o s u r e
l e v e l .
3 0
Wi t h i n s t r a i n s , t h e r e w a s a n e x p o s u r e r e s p o n s e s e e n i n t h e m a l e C A ST / E i J a n im a l s ,
w h e r e t h e h i g h e x p o s u r e a n im a l s h a d g r e a t e r H 3 K 9 t r im e t h y l a t i o n t h a n t h e i r c o r r e s p o n d i n g
c o n t r o l s . A l t h o u g h th i s r e s p o n s e w a s n o t s e e n i n t h e f e m a l e CA S T / E i J m i c e , t h e r e w a s a
s i gn i f i c a n t g e n d e r d i f f e r e n c e i n t h e c h a n g e r e s p o n s e s e e n i n r e s p o n s e t o B D e x p o s u r e
b e t w e e n t h e h i g h e x p o s u r e C A ST / E i J m a l e s a n d fe m a l e s . N o e x p o s u r e r e s p o n s e s o r g e n d e r
d i f f e r e n c e s w e r e s e e n i n t h e A /J o r C 5 7 B L /6 J s t r a i n s . B e t w e e n s t r a i n s
,
m a l e h i g h e x p o s u r e
C A ST / E i J m i c e h a d a h i g h e r c h a n g e r e s p o n s e t o B D e x p o s u r e t h a n d i d t h e m a l e A /J o r
C 5 7B L /6 J m i c e . T h e r e w e r e n o s t r a i n d i f f e r e n c e s i n r e s p o n s e i n t h e f e m a l e s .
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F i g u r e 6 . H i s t o n e 3 l y s i n e 2 7 t r i m e t h y l a t i o n i n l i v e r n o r m a l iz e d t o c o n t r o l s . H 3K 2 7
t r im e th y l a t i o n w a s e v a l u a t e d b y w e s t e r n b l o t . D a t a i s p r e s e n t e d i n p e r c e n t c h a n g e o v e r
c o n t r o l , w h e r e w h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l a n im a l s , g r a y b a r s r e p r e s e n t l o w e x p o s u r e
a n im a l s
,
a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i g h e x p o s u r e a n im a l s . A s t e r i s k s ( * ) d e n o t e s i g n i f i c a n t
3 1
(p < 0 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r P e r c e n t a g e
s i g n s (% ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5) d i f f e r e n c e s i n c h a n g e r e s p o n s e f r o m t h e m a l e m i c e o f
t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d e x p o s u r e l e v e l . B r a c k e t s (
' I) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5)
d i f f e r e n c e s i n c h a n g e r e s p o n s e b e t w e e n s t r a i n s o f t h e c o r r e s p o n d i n g g e n d e r a n d e x p o s u r e
l e v e l
W i t h i n t h e C A ST / E i J m a l e s h i g h e x p o s u r e m a l e s h a d m o r e t r im e t h y l a t i o n o f H 3 K 2 7
th a n d i d t h e i r c o r r e s p o n d i n g c o n t r o l s . T h i s s a m e t r e n d i s n o t o b s e r v e d i n f e m a l e s . T h e r e i s ,
h o w e v e r
,
a g e n d e r d i f f e r e n c e i n t he c h a n g e r e s p o n s e t o B D e x p o s u r e b e tw e e n t h e CA ST /E i J
m a l e s a n d f e m a l e s . T h e h i g h e x p o s u r e m a l e s h a d a s i g n i f i c a n t l y gr e a t e r f o l d r e s p o n s e t o
e x p o s u r e t h a n d i d t h e i r c o r r e s p o n d i n g f e m a l e s . T h e s e c h a n g e s a r e n o t s e e n i n t h e A / J o r
C 5 7 B L / 6J s t r a i n s . A s t r a i n r e s p o n s e i s s e e n i n m a l e s , w h e r e t h e h i gh e x p o s u r e C A ST / E i J
m i c e h a v e a g r e a t e r c h a n g e r e s p o n s e w h e n c o m p a r e d t o t h e C 5 7 B L / 6 J h i gh e x p o s u r e m a l e s .
N o s t r a i n r e s p o n s e i s s e e n i n v o l v i n g t h e m a l e A / J a n im a l s o r t h e f e m a l e s .
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F i g u r e 7 . H i s t o n e 4 ly s i n e 2 0 t r im e t h y l a t i o n i n l i v e r n o r m a l i z e d t o c o n t r o l s . H 4 K 2 0
t r im e t h y l a t i o n w a s e v a l u a t e d b y w e s t e r n b l o t . D a t a i s p r e s e n t e d i n p e r c e n t c h a n ge o v e r
3 2
c o n t r o l , w h e r e w h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l a n im a l s , g r a y b a r s r e p r e s e n t l o w e x p o s u r e
a n im a l s
,
a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i gh e x p o s u r e a n i m a l s . A s t e r i s k s ( * ) d e n o t e s i g n i f i c a n t
(p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r . N u m b e r
s i g n s (# ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m l o w e x p o s u r e m i c e o f t h e
c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r . P e r c e n t a g e s i g n s (% ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 )
d i f f e r e n c e s i n c h a n g e r e s p o n s e fr o m t h e m a l e m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d e x p o s u r e
l e v e l . B r a c k e t s (
' I) d e n o t e s i g n i fi c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s i n c h a n g e r e sp o n s e b e tw e e n
s t r a i n s o f t h e c o r r e s p o n d i n g g e n d e r a n d e x p o s u r e l e v e l .
W i t h i n t h e C A ST / E i J s t r a i n
,
t h e h i g h e x p o s u r e m a l e s h a v e h i g h e r l e v e l s o f H 4 K 2 0
t r i m e th y l a t i o n t h a n t h e c o r r e s p o n d i n g c o n t r o l s d o . T h i s d o s e r e s p o n s e i s n o t o b s e r v e d i n t h e
f e m a l e CA ST /E i J a n im a l s . T h e r e i s , h o w e v e r , a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n t h e c h a n g e r e s p o n s e
t o B D e x p o s u r e b e t w e e n t h e h i g h e x p o s u r e C A ST / E i J m a l e s a n d f e m a l e s , w h e r e t h e m a l e s
h a v e a h i g h e r r e s p o n s e . W i t h i n t h e A / J s t r a i n , a d o s e r e s p o n s e i s s e e n i n t h e f e m a l e s , w h e r e
t h e h i g h e x p o s u r e a n im a l s h a v e g r e a t e r t r im e t h y l a t i o n t h a n d o t h e l o w d o s e a n im a l s . N o
r e s p o n s e i s s e e n i n t h e m a l e o r f e m a l e C 5 7 B L /6 J g r o u p s . I n m a l e s , t h e r e a r e d i f f e r e n c e s i n
r e s p o n s e t o B D e x p o s u r e b e t w e e n t h e s t r a i n s , a s t h e h i g h e x p o s u r e C 5 7 B L / 6 J a n im a l s h a v e a
l o w e r c h a n ge r e s p o n s e t h a n d o t h e h i g h e x p o s u r e A / J o r C A S T / E iJ m a l e s . A s t r a i n r e sp o n s e
i s a l s o s e e n i n t h e f e m a l e s , w h e r e h i gh e x p o s u r e A /J f e m a l e s h a v e a h i g h e r r e s p o n s e t o B D
e x p o s u r e t h a n d o t h e h i g h e x p o s u r e C 5 7 B L /6 J f e m a l e s .
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F i g u r e 8 . H i s t o n e 4 l y s i n e 2 0 d i m e t h y l a t i o n i n l i v e r n o r m a l iz e d t o c o n t r o l s . H 4 K 2 0
d im e th y l a t i o n w a s e v a l u a t e d b y w e s t e r n b l o t . D a t a i s p r e s e n t e d i n p e r c e n t c h a n g e o v e r
c o n t r o l
,
w h e r e w h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l a n i m a l s , g r a y b a r s r e p r e s e n t l o w e x p o s u r e
a n i m a l s , a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i g h e x p o s u r e a n im a l s . A s t e r i s k s ( * ) d e n o t e s i gn i f i c a n t
(p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s fr o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r . N u m b e r
s i g n s (# ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5) d i f f e r e n c e s f r o m l o w e x p o s u r e m i c e o f t h e
c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r . P e r c e n t a g e s i g n s (% ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 )
d i f f e r e n c e s i n c h a n g e r e s p o n s e f r o m th e m a l e m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d e x p o s u r e
l e v e l . B r a c k e t s ( ' I) d e n o t e s i g n i fi c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s i n c h a n g e r e s p o n s e b e t w e e n
s t r a i n s o f t h e c o r r e s p o n d i n g g e n d e r a n d e x p o s u r e l e v e l .
I n t h e C A S T /E i J s t r a i n
,
t h e m a l e s e x h i b i t a n i n c r e a s e i n H 4 K 2 0 d im e t h y l a t i o n w i t h
B D e x p o s u r e w h i l e t h e h i g h e x p o s u r e f e m a l e s d i s p l a y a d e c r e a s e i n d im e t h y l a t i o n c o m p a r e d
t o t h e c o r r e s p o n d i n g c o n t r o l a n d l o w d o s e a n i m a l s . T h u s , t h e h i gh e x p o s u r e m a l e s h a v e a
s i g n i f i c a n t l y h i g h e r c h a n g e r e s p o n s e t o B D e x p o s u r e c o m p a r e d t o t h e f e m a l e s . H i g h
e x p o s u r e A / J m a l e s a l s o h a v e h i g h e r l e v e l s o f H 4 K 2 0 d im e t h y l a t i o n t h a n d o t h e i r c o n t r o l s .
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A l t h o u gh t h i s r e s p o n s e i s n o t s e e n i n t h e f e m a l e A /J a n im a l s , t h e h i g h e x p o s u r e A / J m a l e s d o
h a v e a s i g n i fi c a n t l y h i g h e r c h a n g e r e s p o n s e t h a n d o t h e i r f e m a l e s . N o e x p o s u r e r e s p o n s e
c h a n g e s a r e s e e n i n e i t h e r C 5 7 B L / 6J g e n d e r . B e t w e e n t h e s t r a i n s , C 5 7 B L /6 J h i g h e x p o s u r e
m a l e s h a d a s i g n i fi c a n t l y l o w e r r e s p o n s e t h a n d i d C A ST /E i J o r A / J h i gh e x p o s u r e m a l e s . I n
f e m a l e s , h i g h e x p o s u r e CA ST / E i J f e m a l e m i c e h a d a s i g n i f i c a n t l y d e c r e a s e d r e s p o n s e
c o m p a r e d t o t h e h i gh e x p o s u r e C 5 7 B L /6 J m i c e .
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F i g u r e 9 . H i s t o n e 3 l y s i n e 5 6 a c e t y l a t i o n i n l i v e r n o r m a l i z e d t o c o n t r o l s . H 3 K 5 6
a c e t y l a t i o n w a s e v a l u a t e d b y w e s t e r n b l o t . D a t a i s p r e s e n t e d i n p e r c e n t c h a n g e o v e r c o n t r o l ,
w h e r e w h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l a n im a l s , g r a y b a r s r e p r e s e n t l o w e x p o s u r e a n im a l s , a n d
b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i g h e x p o s u r e a n im a l s . A s t e r i s k s (* ) d e n o t e s i g n i fi c a n t (p < 0 . 0 5 )
d i f f e r e n c e s fr o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r . N u m b e r s i g n s (# )
d e n o t e s i g n i fi c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m l o w e x p o s u r e m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n
a n d g e n d e r B r a c k e t s (
' I) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5) d i f f e r e n c e s i n c h a n g e r e s p o n s e
b e t w e e n s t r a i n s o f t h e c o r r e s p o n d i n g g e n d e r a n d e x p o s u r e l e v e l .
3 5
W i t h in s t r a i n s
,
t h e o n l y e x p o s u r e r e s p o n s e w a s s e e n i n t h e C A ST / E i J f e m a l e s , w h e r e
t h e h i g h e x p o s u r e a n im a l s h a d s i g n i f i c a n t l y h i g h e r a c e t y l a t i o n l e v e l s t h a n t h e i r c o r r e s p o n d i n g
c o n t r o l a n d l o w e x p o s u r e g r o u p s . T h e r e w e r e n o g e n d e r d i f f e r e n c e s i n r e s p o n s e b e t w e e n a n y
o f t h e g r o u p s . B e t w e e n s t r a i n s , h i g h e x p o s u r e C A ST /E i J f e m a l e s h a d a s i g n i f i c a n t l y h i g h e r
r e s p o n s e t o B D e x p o s u r e t h a n d i d t h e C 5 7 B L / 6J f e m a l e s .
G e n e e x p r e s s i o n c h a n g e s i n r e sp o n s e t o B D e x p o s u r e
B e c a u s e t h e r e w e r e i n t e r s t r a i n a n d g e n d e r d i f f e r e n c e s i n t h e N - 7 - G a d du c t s , t h e g e n e
e x p r e s s i o n f o r a t hr e e D N A r e p a i r p r o t e i n s (M gm t , M p g , X r c c l ) w a s e x a m i n e d t o s e e i f
d i f f e r e n c e s i n t h e e x p r e s s i o n o f t h e s e p r o t e i n s m a y a c c o u n t f o r t h e d i f f e r e n t n u m b e r s o f
a d d u c t s . Si n c e h i s t o n e m o d i f i c a t i o n s w e r e i d e n t i f i e d b y w e s t e r n b l o t , t h e g e n e e x p r e s s i o n f o r
s e v e r a l h i s t o n e m e th y lt r a n s f e r a s e s (E z h 2 , P r d m 2 , S u v 3 9h l , a n d Su v 4 2 0 h 2 ) w a s e x a m i n e d .
G e n e e x p r e s s i o n w a s a l s o q u a n t i f i e d f o r D N A m e t h y l t r a n s f e r a s e s b e c a u s e d i f f e r e n c e s i n
g l o b a l a n d L IN E l D N A m e t h y l a t i o n h a v e b e e n sh o w n t o c h a n g e w i t h B D e x p o s u r e [ 3 2 ] .
G e n e e x p r e s s i o n w a s e x a m i n e d i n b o t h t h e l i v e r a n d l u n g . T a b l e 3 l i s t s t h e p r o t e i n s w h o s e
g e n e e x p r e s s i o n w e r e e x a m i n e d a n d n a m e s t h e t y p e o f p r o t e i n t h e y a r e , t h e i r p r o t e i n
a b b r e v i a t i o n s
,
t h e i r f u l l n a m e
,
a n d t h e i r r o l e in t h e c e l l .
P r o t e i n s s e l e c t e d f o r g e n e e x p r e s s i o n a n a l y s i s
T y p e o f P r o t e i n
P r o t e i n
A b b r e v i a t i o n
F u l l N a m e C e l l u l a r R o l e a n d A s s o c i a t i o n s
D N A
m e t h y l t r a n s f e r a s e s
D n m t l
D N A ( c y t o s in e - 5 - ) -
m e t h y lt r a n s f e r a s e 1
D n m t l i s r e s p o n s i b l e f o r m u c h o f t h e
t i s s u e - s p e c if i c p a t t e r n s o f m e t h y la t e d
c y t o s i n e b a s e s . E x p r e s s io n m a y b e
3 6
D n m t 3 a
D n m t 3 b
D N A ( c y t o s in e - 5 - ) -
m e t h y t r a n s f e r a s e 3 a
D N A ( c y t o s i n e - 5 - ) -
m e t h y lt r a n s f e r a s e 3 b
a s s o c i a t e d w i t h m o r e D N A
m e t h y la t i o n , w h i c h m a y r e s u l t in t h e
s i l e n c i n g o f t u m o r su p p r e s s o r g e n e s
a n d s u b s e q u e n t t u m o r f o r m a t i o n [4 0 ,
4 1 ] D n m t l a l s o a p p e a r s t o b e
a s s o c i a t e d w i t h h i s t o n e d e a c e t y l a s e
a c t iv i t y [4 2 ]
D n m t 3 a i s a D N A m e t h y l t r a n s f e r a s e
t h a t m e t h y la t e s D N A i n m a m m a l s a n d
i s a s s o c i a t e d w it h g e n e s i l e n c in g . I t i s
i n v o l v e d i n d e n o v o m e t h y l a t i o n r a t h e r
t h a n m a i n t e n a n c e m e t h y la t io n [4 3 ]
D n m t 3 b i s a D N A m e t h y l t r a n s f e r a s e
t h a t m e t h y l a t e s D N A i n m am m a ls a n d
i s a s s o c ia t e d w it h g e n e s i l e n c i n g I t i s
in v o l v e d in d e n o v o m e t h y l a t i o n r a t h e r
t h a n m a in t e n a n c e m e t h y l a t i o n [4 3 ] .
H i s t o n e
m e t h y lt r a n s f e r a s e s
E z h 2
E n h a n c e r o f z e s t e
h o m o l o g 2
E z h2 s p e c ifi c a l l y m e t h y l a t e s t h e l y s i n e
2 7 r e s i d u e o f t h e H 3 h i st o n e [4 4 ]
P r d m 2
PR d o m a i n
c o n t a i n in g 2 , w i t h
Z N F d o m a in
P r dm 2 i s c o n s i d e r e d a t u m o r
s u p p r e s s o r g e n e a s it c a n in d u c e G 2
- M
a r r e st a n d a p o p t o s i s [4 5 ] I t i s a l s o a n
H 3K 9 m e t h y l t r a n s f e r a s e . E x p r e s s io n o f
P r dm 2 i s o ft e n s i l e n c e d in h u m a n
c a n c e r s M e t h y l a t i o n o f C p G i s l a n d s
3 7
S u v 3 9h l
S u v 4 2 0h2
S u pp r e s s o r o f
v a r i e g a t i o n 3 - 9
h o m o l o g 1
Su pp r e s s o r o f
v a r i e g a t i o n 4
- 2 0
h o m o l o g 2
o n t h e P r d m 1 p r o m o t e r h a s b e e n
s h o w n t o s i l e n c e t h e g e n e
Su v 3 9h l i s a h e t e r o c h r o m a t i n
a s s o c i a t e d p r o t e i n [4 6 ] I t i s a n H 3 - K 9
s p e c i f i c h i s t o n e m e t h y lt r a n s f e r a s e s t h a t
i s t h o u g h t t o b i n d b o t h D N M T l a n d
D N M T 3 a [4 7 ] . G e n e r a l ly , it o r g a n iz e s
h e t e r o c h o m a t i n a n d p l a y s k e y r o l e s i n
c h r o m a t i n s e g r e g a t i o n a n d m it o t i c
p r o g r e s s i o n [4 8 ] . I t s p e c i f i c a l ly
m e t h y l a t e s H 3K 9 T h e r e i s a l s o
e v i d e n c e t h a t S u v 3 9 h l c a n a l s o p l a y a
r o l e in t r a n s c r i p t i o n a l r e p r e s s io n i n
a s s o c ia t i o n w i t h t h e r e t i n o b l a s t o m a
p r o t e i n R b [49 ]
S u v 4 2 0h 2 i s a h i st o n e
m e t h y lt r a n s f e r a s e t h a t s p e c if i c a l ly
t r i m e t h y l a t e s t h e l y s i n e 2 0 r e s i d u e o f
h i s t o n e H 4 , w h ic h i s a m a r k o f a
r e p r e s s iv e c h r o m a t i n d o m a in [ 5 0 ] .
D N A r e p a i r p r o t e i n s M gm t
M e t h y lg u a n in e
m e t h y l t r a n s f e r a s e
M g m t i s a r e p a i r p r o t e i n t h a t r e m o v e s
0 6 - a lk y l g u a n i n e f r o m D N A by
t r a n s f e r r i n g t h e a l k y l g r o u p f r o m t h e
b a s e t o a n i n t e r n a l c y s t e in e r e s i d u e . I n
t h i s w a y , g u a n in e i s r e s t o r e d w it h o u t
3 8
M p g
X r c c l
M e t h y lp u r i n e
g ly c o s y l a s e
X - r a y r e p a i r c r o s s -
c o m p l em e n t i n g g r o u p
1
c r e a t in g a s t r a n d b r e a k [ 5 1]
M pg c a t a l y z e s t h e e x c i s io n o f s e v e r a l
a l k y l a t e d p u r i n e b a s e s f o r m D N A [52 ] .
X r c c l h e l p s r e p a ir s i n g l e s t r a n d b r e a k s
t h r o u g h it s i n t e r a c t i o n s w i t h D N A
l i g a s e I I I , p o ly m e r a s e b e t a , a n d p o ly
(A D P - r i b o s e ) p o ly m e r a s e i n t h e b a s e
e x c i s io n r e p a i r p a t hw a y . T h i s p a t hw a y
i s g e n e r a l l y t h o u g h t t o b e t h e p r i n c i p a l
D N A - d am a g e r e p a i r p a t h w a y f o r s m a l l
l e s i o n s c a u s e d b y o x i d a t iv e a n d
a lk y l a t i o n d a m a g e [5 3 ]
T a b l e 3 . P r o t e i n s e x a m i n e d f o r g e n e e x p r e s s i o n
G e n e E x p r e s s i o n i n L i v e r
A s t h e l i v e r i s t h e m a i n s i t e o f m e t a b o l i s m f o r b u t a d i e n e
, g e n e e x p r e s s i o n w a s f i r s t e x a m i n e d
t h e r e .
D NA m e t hy l t r a n sf e r a s e s
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F i g u r e 10 . H e p a t i c D N A (c y t o s i n e - 5 - ) - m e t h y l t r a n s f e r a s e 1 g e n e e x p r e s s i o n i n c o n t r o l s .
D n m t l e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a i s
e x p r e s s e d i n t h e a b s o l u t e u n i t s o f l
" * **^ *
t o c o m p a r e a c r o s s a l l c o n t r o l s . G r a y b a r s r e p r e s e n t
m a l e s a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t f e m a l e s . N o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s w e r e s e e n b e t w e e n
g e n d e r s o r s t r a i n s .
14 0
1 2 0 -
S 1 0 0
c
o
£ 8 0
>
O
g2> 6 0
c
ra
u
4 0
20
M a le s
CA ST / EIJ
1
A / J C5 7 BL/ 6 J
Fe m a l e s
D Co n t r o l
s Lo w
■ H igh
CA ST / E IJ A / J C 5 7 B L/ 6 J
4 0
F i g u r e 1 1 . H e p a t i c D N A (c y t o s i n e - 5 - ) - m e t h y l t r a n s f e r a s e 1 g e n e e x p r e s s i o n n o r m a l i z e d
t o c o n t r o l s . D n m t l e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - PC R , w i t h G u s b a s t h e h o u s e k e e p i n g
g e n e . D a t a i s e x p r e s s e d a s p e r c e n t c h a n g e o v e r c o n t r o l , w i t h m a l e e x p r e s s i o n o n t h e l e ft a n d
f e m a l e e x p r e s s i o n o n t h e r i g h t Wh i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l a n i m a l s , g r a y b a r s r e p r e s e n t l o w
e x p o s u r e a n im a l s , a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i g h e x p o s u r e a n im a l s . A s t e r i s k s (
* ) d e n o t e
s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5) d i f f e r e n c e s fr o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r .
D n m t l i s a D N A m e t h y lt r a n s f e r a s e t h a t i s m a i n l y r e s p o n s i b l e f o r m a i n t e n a n c e
m e t h y l a t i o n t h r o u g h o u t t h e g e n o m e . D n m t l e x p r e s s i o n w a s d e c r e a s e d in a l l g r o u p s
f o l l o w i n g b o t h l o w a n d h i gh e x p o s u r e s , t h o u g h o n l y s i g n i f i c a n t l y i n t h e h i g h e x p o s u r e
f e m a l e A /J a n im a l s . N o g e n d e r d i f f e r e n c e s o r s t r a i n d i f f e r e n c e s i n c h a n g e r e s p o n s e w e r e
o b s e r v e d .
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F i g u r e 12 . H e p a t i c D N A (c y t o s i n e - 5 - ) - m e t h y l t r a n s f e r a s e 3 a g e n e e x p r e s s i o n a c r o s s
c o n t r o l s . D n m t 3 a e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t he h o u s e k e e p i n g
g e n e . D a t a i s e x p r e s s e d i n t h e a b s o l u t e u n i t s o f 2
" '
t o c o m p a r e a c r o s s a l l c o n t r o l s . G r a y
b a r s r e p r e s e n t m a l e s a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t f e m a l e s . B r a c k e t s (
' I) d e n o t e s i g n i f i c a n t
(p < 0 0 5 ) d i f f e r e n c e s i n g e n e e x p r e s s i o n b e t w e e n s t r a i n s o f t h e c o r r e s p o n d i n g g e n d e r .
4 1
D n m tSa
,
a p r o t e i n r e s p o n s i b l e f o r m u c h d e n o v o m e th y l a t i o n i n m a m m a l s , w a s e x p r e s s e d
d i f f e r e n t i a l l y b e t w e e n t h e g r o u p s N o b a s a l D n m t l e x p r e s s i o n g e n d e r d i f f e r e n c e s w e r e s e e n .
W i t h i n m a l e s , h o w e v e r , C 5 7 B L / 6 J m a l e s h a d l o w e r e x p r e s s i o n t h a n t h e A / J c o n t r o l m a l e s .
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F i g u r e 1 3 . H e p a t i c D N A (c y t o s i n e - 5 - ) - m e t h y l t r a n s f e r a s e 3 a g e n e e x p r e s s i o n n o r m a l iz e d
t o c o n t r o l s . D n m t Sa e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e
h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a i s e x p r e s s e d a s p e r c e n t c h a n g e o v e r c o n t r o l , w i t h m a l e e x p r e s s i o n
o n t h e l e f t a n d f e m a l e e x p r e s s i o n o n t h e r i gh t . W h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l a n im a l s , g r a y
b a r s r e p r e s e n t l o w e x p o s u r e a n im a l s , a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i gh e x p o s u r e a n im a l s .
A s t e r i s k s (* ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5) d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g
s t r a i n a n d g e n d e r . B r a c k e t s (
' I ) d e n o t e s i gn i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s i n c h a n g e
r e s p o n s e b e t w e e n s t r a i n s o f t h e c o r r e s p o n d i n g g e n d e r a n d e x p o s u r e l e v e l .
I n t h e CA ST / E i J s t r a i n , f e m a l e s d e m o n s t r a t e d a n e x p o s u r e r e s p o n s e t o B D w h e r e t h e
l o w a n d h i g h e x p o s u r e a n im a l s e x h i b i t e d a d e c r e a s e i n D n m t Sa e x p r e s s i o n . T h i s r e s p o n s e
w a s n o t s e e n i n t h e m a l e s . T h e h i g h e x p o s u r e A / J f e m a l e s a l s o h a d l o w e r D n m t Sa e x p r e s s i o n
4 2
t h a n t h e i r c o r r e s p o n d i n g c o n t r o l s . T h i s r e s p o n s e w a s n o t m i r r o r e d i n t h e m a l e s . T h e r e w e r e
n o ge n d e r d i f f e r e n c e s i n r e s p o n s e s e e n i n a c r o s s a n y o f t h e s t r a i n s . B e t w e e n s t r a i n s , h i g h
e x p o s u r e A / J m a l e s h a d a s i g n i f i c a n t l y d e c r e a s e d r e s p o n s e c o m p a r e d t o t h e C 57 B L / 6 J m a l e s .
I n f e m a l e s , t h e h i g h e x p o s u r e C A ST / E i J a n d A / J m i c e a l s o h a d s i g n i fi c a n t l y l o w e r r e s p o n s e
c h a n g e s t h a n d i d t h e C 5 7 B L / 6 J m i c e .
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F i g u r e 14 . H e p a t i c D N A m e t h y l t r a n s f e r a s e 3 b e t a g e n e e x p r e s s i o n a c r o s s c o n t r o l s .
D n m t Sb e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a
i s e x p r e s s e d i n t h e a b s o l u t e u n i t s o f 2
" *^ '
t o c o m p a r e a c r o s s a l l c o n t r o l s . G r a y b a r s r e p r e s e n t
m a l e s , w h i l e b l a c k b a r s r e p r e s e n t f e m a l e s . B r a c k e t s (
' I) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 )
d i f f e r e n c e s i n g e n e e x p r e s s i o n b e t w e e n s t r a i n s o f t h e c o r r e s p o n d i n g g e n d e r .
D n m t 3 b i s a n o t h e r D N A m e t h y l t r a n s f e r a s e s t h a t i s r e s p o n s i b l e f o r d e n o v o
m e t h y l a t i o n r a t h e r t h a n m a i n t e n a n c e m e th y l a t i o n . T h e r e w e r e n o g e n d e r d i f f e r e n c e s i n b a s a l
e x p r e s s i o n o f D n m t Sb . T h e r e w a s , h o w e v e r , a s t r a i n d i f f e r e n c e , w h e r e m a l e C 5 7 B L / 6 J m a l e s
h a d s i g n i f i c a n t l y l o w e r e x p r e s s i o n t h a n d i d CA ST /E i J m a l e s .
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F i g u r e 15 . H e p a t i c D N A m e t h y l t r a n s f e r a s e 3 b g e n e e x p r e s s i o n n o r m a l i z e d t o c o n t r o l s .
D n m t Sb e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a
i s e x p r e s s e d a s p e r c e n t c h a n g e o v e r c o n t r o l , w i t h m a l e e x p r e s s i o n o n t h e l e f t a n d f e m a l e
e x p r e s s i o n o n t h e r i gh t . W h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l a n im a l s , g r a y b a r s r e p r e s e n t l o w
e x p o s u r e a n im a l s , a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i g h e x p o s u r e a n im a l s . A s t e r i s k s (
* ) d e n o t e
s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r .
B r a c k e t s ( ' I) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s i n c h a n g e r e s p o n s e b e tw e e n s t r a i n s o f
t h e c o r r e s p o n d i n g g e n d e r a n d e x p o s u r e l e v e l .
W i t h i n t h e CA S T / E i J s t r a i n
,
t h e h i g h e x p o s u r e f e m a l e m i c e h a d s i g n i f i c a n t l y l o w e r
l e v e l s o f D n m t Sb e x p r e s s i o n t h a n t h e i r c o n t r o l s . T h i s r e s p o n s e w a s n o t s e e n i n t h e m a l e s .
N o e x p o s u r e r e s p o n s e s w e r e e x h i b i t e d i n t h e o t h e r s t r a i n s . N o g e n d e r d i f f e r e n c e s i n c h a n g e
r e s p o n s e w e r e o b s e r v e d . B e tw e e n s t r a i n s , h o w e v e r , C A ST / E i J f e m a l e s w e r e s h o w n t o h a v e a
s i g n i f i c a n t l y l o w e r f o l d r e s p o n s e t h a n t h e h i g h e x p o s u r e f e m a l e C 5 7 B L / 6 J m i c e
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F i g u r e 1 6 . H e p a t i c e n h a n c e r o f z e s t e h o m o l o g 2 g e n e e x p r e s s i o n a c r o s s c o n t r o l s . E z h 2
e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w it h G u s b a s t h e h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a i s
e x p r e s s e d i n t h e a b s o lu t e u n i t s o f 2
' '
t o c o m p a r e a c r o s s a l l c o n t r o l s G r a y b a r s r e p r e s e n t
m a l e s a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t f e m a l e s .
T h e h i s t o n e m e t h y l t r a n s f e r a s e E z h 2 s p e c i f i c a l l y m e t h y l a t e s t h e l y s i n e 2 7 r e s i d u e o f
h i s t o n e H 3 . T h e r e w e r e n o s t r a i n o r g e n d e r d i f f e r e n c e s i n b a s a l e x p r e s s i o n o f E z h 2 .
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F i g u r e 1 7 . H e p a t i c e n h a n c e r o f z e s t e h o m o l o g 2 g e n e e x p r e s s i o n n o r m a l i z e d t o c o n t r o l s .
E z h 2 e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a i s
e x p r e s s e d a s p e r c e n t c h a n g e o v e r c o n t r o l , w i t h m a l e e x p r e s s i o n o n t h e l e ft a n d f e m a l e
e x p r e s s i o n o n t h e r i g ht . W h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l a n im a l s , gr a y b a r s r e p r e s e n t l o w
e x p o s u r e a n im a l s , a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i g h e x p o s u r e a n im a l s . A s t e r i s k s ( * ) de n o t e
s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r .
W i t h i n s t r a i n s
,
h i g h e x p o s u r e A / J fe m a l e m i c e h a d s i g n i f i c a n t l y l e s s E z h 2 e x p r e s s i o n
t h a n t h e i r r e s p e c t i v e c o n t r o l s . T h i s d i f f e r e n c e w a s n o t d i s p l a y e d i n t h e c o r r e s p o n d i n g m a l e s .
A d d i t i o n a l l y , t h e r e w e r e n o g e n d e r d i f f e r e n c e s w i t h i n a n y s t r a i n a n d n o s t r a i n d i f f e r e n c e s
w i t h i n t h e g e n d e r s .
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F i g u r e 1 8 . H e p a t i c P R d o m a i n z i n c fi n g e r p r o t e i n 2 e x p r e s s i o n a c r o s s c o n t r o l s . P r d m 2
e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a i s
e x p r e s s e d i n t h e a b s o l u t e u n i t s o f T
'
t o c o m p a r e a c r o s s a l l c o n t r o l s . G r a y b a r s r e p r e s e n t
m a l e s a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t f e m a l e s . A s t e r i s k s (* ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5) d i f f e r e n c e s
f r o m th e m a l e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n . B r a c k e t s (
' I) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 )
d i f f e r e n c e s i n g e n e e x p r e s s i o n b e tw e e n s t r a i n s o f t h e c o r r e s p o n d i n g g e n d e r .
T h e P r dm 2 p r o t e i n i s a h i s t o n e m e t h y l t r a n s f e r a s e t h a t i s s o m e t im e s c o n s i d e r e d a
t u m o r s u p p r e s s o r g e n e s i n c e i t c a n i n d u c e G 2 - M a r r e s t a n d a p o p t o s i s . B a s a l e x p r e s s i o n o f
P r d m 2 w a s s h o w n t o h a v e g e n d e r d i f f e r e n c e s i n t h e C 5 7 B L / 6J s t r a i n , w h e r e t h e f e m a l e
e x p r e s s i o n w a s s i gn i f i c a n t l y l o w e r t h a n m a l e e x p r e s s i o n . A d d i t i o n a l l y , i n m a l e s , t h e r e w a s a
s t r a i n d i f f e r e n c e , a s C 5 7 B L / 6J m a l e s h a d s i g n i f i c a n t l y h i gh e r b a s a l e x p r e s s i o n t h a n t h e
C A S T /E i J m a l e s .
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F i g u r e 19 . H e p a t i c P R d o m a i n z i n c fi n g e r p r o t e i n 2 g e n e e x p r e s s i o n n o r m a l i z e d t o
c o n t r o l s . P r d m 2 e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P CR , w i t h G u s b a s t h e h o u s e k e e p i n g
g e n e . D a t a i s e x p r e s s e d a s p e r c e n t c h a n g e o v e r c o n t r o l , w i t h m a l e e x p r e s s i o n o n t h e l e f t a n d
fe m a l e e x p r e s s i o n o n t h e r i g h t . W h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l a n im a l s , g r a y b a r s r e p r e s e n t l o w
e x p o s u r e a n im a l s , a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i g h e x p o s u r e a n im a l s . A s t e r i s k s ( * ) de n o t e
s i g n i fi c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s fr o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d ge n d e r .
N u m b e r s i g n s (# ) d e n o t e s i g n i fi c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m l o w e x p o s u r e m i c e o f t h e
c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r .
P r d m 2 e x p r e s s i o n w a s r e p r e s s e d i n a l l gr o u p s f o l l o w i n g e x p o s u r e , b u t o n l y
s i g n i f i c a n t l y i n t h e C 5 7 B L / 6 J m a l e s a n d th e A / J f e m a l e s . T h e r e w e r e n o g e n d e r o r s t r a i n
d i f f e r e n c e s i n r e s p o n s e t o B D e x p o s u r e o b s e r v e d .
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F i g u r e 2 0 . H e p a t i c h i s t o n e s u p p r e s s o r o f v a r i e g a t i o n 3 - 9 h o m o l o g 1 g e n e e x p r e s s i o n
a c r o s s c o n t r o l s . . S u v 3 9 h l e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e
h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a i s e x p r e s s e d i n t h e a b s o l u t e u n i t s o f 2
' '
t o c o m p a r e a c r o s s a l l
c o n t r o l s . G r a y b a r s r e p r e s e n t m a l e s a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t f e m a l e s A s t e r i s k s ( * ) d e n o t e
s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m t h e m a l e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n .
Su v 3 9h l i s a h i s t o n e H 3
,
l y s i n e 9 s p e c i f i c h i s t o n e m e t h y l t r a n s f e r a s e t h a t i s
a s s o c i a t e d w i t h h e t e r o c h r o m a t i n . I t m a y a l s o p l a y a r o l e i n t r a n s c r i p t i o n a l r e p r e s s i o n i n
a s s o c i a t i o n w i t h th e r e t i n o b l a s t o m a p r o t e i n R b . W i t h o u t e x p o s u r e , g e n d e r d i f f e r e n c e s w e r e
s e e n i n b a s a l e x p r e s s i o n o f S u v 3 9 h l i n t h e A / J a n d C 5 7B L / 6 J s t r a i n s . N o s t r a i n d i f f e r e n c e s
w e r e o b s e r v e d .
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F i g u r e 2 1 . H e p a t i c h i s t o n e s u p p r e s s o r o f v a r i e g a t i o n 3 - 9 h o m o l o g 1 g e n e e x p r e s s i o n
n o r m a l iz e d t o c o n t r o l s . S u v 3 9 h l e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P CR , w i t h G u s b a s t h e
h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a i s e x p r e s s e d a s p e r c e n t c h a n g e o v e r c o n t r o l , w i t h m a l e e x p r e s s i o n
o n t h e l e ft a n d f e m a l e e x p r e s s i o n o n t h e r i g h t . W h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l a n im a l s , gr a y
b a r s r e p r e s e n t l o w e x p o s u r e a n i m a l s , a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i gh e x p o s u r e a n im a l s .
A s t e r i s k s (* ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g
s t r a i n a n d g e n d e r . B r a c k e t s (
' I) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s i n c h a n g e r e s p o n s e
b e t w e e n s t r a i n s o f t h e c o r r e s p o n d i n g g e n d e r a n d e x p o s u r e l e v e l . P e r c e n t a g e s i gn s (% )
d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m h i g h e x p o s u r e m a l e s o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n .
W i t h i n s t r a i n s
,
a n e x p o s u r e r e s p o n s e w a s o n l y s e e n i n t h e A / J f e m a l e s , w h e r e t h e h i gh
e x p o s u r e m i c e h a d s i g n i f i c a n t l y l o w e r e x p r e s s i o n o f Su v 3 9h l c o m p a r e d t o t h e i r c o n t r o l s .
T h i s r e s p o n s e w a s n o t o b s e r v e d i n a n y o f t h e o t h e r g r o u p s . H o w e v e r , t h e h i g h e x p o s u r e
CA S T / E i J f e m a l e s d i d h a v e a s i gn i f i c a n t l y l o w e r c h a n g e r e s p o n s e t h a n t h e i r c o r r e s p o n d i n g
5 0
m a l e s . B e t w e e n s t r a i n s
,
h i g h e x p o s u r e A / J m a l e s h a d a s i g n i f i c a n t l y l o w e r c h a n g e r e s p o n s e
c o m p a r e d t o b o t h C A S T / E i J a n d C 5 7 B L / 6J h i gh e x p o s u r e m a l e s . t j^
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F i g u r e 22 . H e p a t i c h i s t o n e s u p p r e s s o r o f v a r i e g a t i o n 4 - 2 0 h o m o l o g 2 g e n e e x p r e s s i o n
a c r o s s a l l c o n t r o l s . Su v 4 2 0h 2 e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e
h o u s e k e e p i n g ge n e . D a t a i s e x p r e s s e d i n t h e a b s o l u t e u n i t s o f 2
"
** ^
t o c o m p a r e a c r o s s a l l
c o n t r o l s . G r a y b a r s r e p r e s e n t m a l e s a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t f e m a l e s .
S u v 4 2 0 h 2 i s a l s o a h i s t o n e m e t h y l t r a n s f e r a s e . I t i s s p e c i f i c t o t h e l y s i n e 2 0 r e s i d u e o f
h i s t o n e H 4 . B a s a l e x p r e s s i o n o f S u v 4 2 0 h 2 s h o w e d n o g e n d e r o r s t r a i n d i f f e r e n c e s .
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F i g u r e 2 3 . H e p a t i c h i s t o n e s u p p r e s s o r o f v a r i e g a t i o n 4 - 2 0 h o m o l o g 2 g e n e e x p r e s s i o n
n o r m a l i z e d t o c o n t r o l s . S u v 4 2 0 h 2 e x pr e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P CR , w i t h G u s b a s
t h e h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a i s e x p r e s s e d a s p e r c e n t c h a n g e o v e r c o n t r o l , w i t h m a l e
e x p r e s s i o n o n t h e l e ft a n d f e m a l e e x p r e s s i o n o n t h e r i g h t . W h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l
a n im a l s
, g r a y b a r s r e p r e s e n t l o w e x p o s u r e a n im a l s , a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i g h e x p o s u r e
a n i m a l s . A s t e r i s k s (* ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e
c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r . B r a c k e t s (
' I) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s i n
c h a n g e r e s p o n s e b e t w e e n s t r a i n s o f t h e c o r r e s p o n d i n g g e n d e r a n d e x p o s u r e l e v e l .
W i t h i n s t r a i n s , Su v 42 0h 2 e x p r e s s i o n i s d e c r e a s e d i n b o t h t h e h i g h e x p o s u r e m a l e s a n d
f e m a l e s o f t h e C A ST / E i J a n d A / J s t r a i n s w h e n c o m p a r e d t o t h e i r c o r r e s p o n d i n g c o n t r o l s .
T h e r e a r e n o g e n d e r d i f f e r e n c e s s h o w n i n a n y o f t h e s t r a i n s . B e tw e e n s t r a i n s , t h e r e w a s a
s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n t h e c h a n g e r e s p o n s e b e t w e e n t h e h i g h e x p o s u r e A / J f e m a l e s a n d
C 5 7B L / 6 J f e m a l e s . N o o t h e r s t r a i n d i f f e r e n c e s i n r e s p o n s e w e r e o b s e r v e d .
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F i g u r e 2 4 . M e t h y l a t e d - D N A - p r o t e i n - c y s t e i n e m e t h y l t r a n s f e r a s e g e n e e x p r e s s i o n i n l iv e r
a c r o s s c o n t r o l s . Mg m t e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e
h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a i s e x p r e s s e d i n t h e a b s o l u t e u n i t s o f 2
'
' **^ '
t o c o m p a r e a c r o s s a l l
c o n t r o l s . G r a y b a r s r e p r e s e n t m a l e s a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t f e m a l e s .
T h e M g m t p r o t e i n h e l p s r e m o v e 0 6 - a l k y l g u a n i n e a d d it i o n s f r o m D N A . N o s t r a i n o r
g e n d e r d i f f e r e n c e s w e r e o b s e r v e d i n t h e b a s a l e x p r e s s i o n o f Mg m t .
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F i g u r e 2 5 . M e t h y l a t e d - D N A - p r o t e i n - c y s t e i n e m e t h y l t r a n s f e r a s e g e n e e x p r e s s i o n i n l i v e r
n o r m a l iz e d t o c o n t r o l s . Mg m t e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e
h o u s e k e e p i n g g e n e D a t a i s e x p r e s s e d a s p e r c e n t c h a n g e o v e r c o n t r o l , w i t h m a l e e x p r e s s i o n
o n t h e l e ft a n d f e m a l e e x p r e s s i o n o n t h e r i g h t . W h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l a n im a l s , g r a y
b a r s r e p r e s e n t l o w e x p o s u r e a n im a l s , a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i g h e x p o s u r e a n im a l s .
T h e M gm t p r o t e i n h e lp s r e m o v e 0 6 - a l k y l g u a n i n e a d d i t i o n s f r o m D N A . Wh i l e i t s
g e n e w a s e x p r e s s e d a t l o w e r l e v e l s i n a l l s i x g r o u p s fo l l o w i n g e x p o s u r e , t h e r e w e r e n o
s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n r e s p o n s e w i t h i n g r o u p s . N o g e n d e r o r s t r a i n r e s p o n s e d i f f e r e n c e s
w e r e o b s e r v e d .
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F i g u r e 2 6 . H e p a t i c m e t h y l p u r i n e g l y c o s y l a s e g e n e e x p r e s s i o n a c r o s s c o n t r o l s . Mp g
e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P CR , w i t h G u s b a s t h e h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a i s
e x p r e s s e d i n t h e a b s o l u t e u n i t s o f 2
" ' " ' '
t o c o m p a r e a c r o s s a l l c o n t r o l s G r a y b a r s r e p r e s e n t
m a l e s a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t f e m a l e s . A s t e r i s k s ( * ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s
f r o m th e m a l e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n .
T h e M p g p r o t e i n p l a y s a c r u c i a l r o l e in e x c i s i n g s e v e r a l a l k y l a t e d p u r i n e b a s e s f r o m
D N A . A g e n d e r d i f f e r e n c e i s o b s e r v e d w i t h i n t h e C A ST /E i J s t r a i n , w h e r e t h e f e m a l e Mp g
b a s a l e x p r e s s i o n i s s i g n i f i c a n t l y l o w e r t h a n t h a t o f t h e m a l e .
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F i g u r e 2 7 . M e t h y l p u r i n e g l y c o s y l a s e g e n e e x p r e s s i o n i n l i v e r n o r m a l i z e d t o c o n t r o l s .
Mp g e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e h o u s e k e e p i n g ge n e . D a t a i s
e x p r e s s e d a s p e r c e n t c h a n g e o v e r c o n t r o l , w i t h m a l e e x p r e s s i o n o n t h e l e ft a n d f e m a l e
e x p r e s s i o n o n t h e r i g h t . W h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l a n im a l s , g r a y b a r s r e p r e s e n t l o w
e x p o s u r e a n i m a l s , a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i g h e x p o s u r e a n i m a l s . A s t e r i s k s (* ) d e n o t e
s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s fr o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r .
B r a c k e t s ( ' I) d e n o t e s i gn i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s i n c h a n g e r e s p o n s e b e t w e e n s t r a i n s o f
t h e c o r r e s p o n d i n g g e n d e r a n d e x p o s u r e l e v e l . P e r c e n t a g e s i g n s (%) d e n o t e s i gn i f i c a n t
(p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m h i g h e x p o s u r e m a l e s o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n .
T h e M p g p r o t e i n p l a y s a c r u c i a l r o l e i n e x c i s i n g s e v e r a l a l k y l a t e d p u r i n e b a s e s f r o m
D N A . I n t h i s s t u d y , w e f o u n d t h a t i t s g e n e e x p r e s s i o n w a s s i g n i f i c a n t l y u p r e g u l a t e d i n b o t h
t h e l o w a n d h i g h e x p o s u r e C A ST / E i J f e m a l e s a s c o m p a r e d t h e i r c o n t r o l s . I n t h e A / J f e m a l e s ,
t h e h i g h e x p o s u r e a n im a l s h a d s i g n i fi c a n t l y l e s s e x p r e s s i o n t h a n d i d t h e i r c o r r e s p o n d i n g
c o n t r o l s
,
a n d a l o w e r f o l d c h a n g e t h a n t h e C 5 7 B L / 6 J a n d C A S T /E i J h i g h e x p o s u r e f e m a l e s .
A d d i t i o n a l l y , C A ST / E i J h i g h e x p o s u r e f e m a l e s h a d a s i g n i f i c a n t l y g r e a t e r f o l d c h a n g e w h e n
c o m p a r e d t o t h e h i g h e x p o s u r e CA ST / E i J m a l e s .
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F i g u r e 2 8 . H e p a t i c e x p r e s s i o n o f X - r a y r e p a i r c r o s s - c o m p l e m e n t i n g g r o u p 1 g e n e
e x p r e s s i o n a c r o s s c o n t r o l s . X r c c l e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s
t h e h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a i s e x p r e s s e d i n t h e a b s o l u t e u n i t s o f 2
'
' *^^ '
t o c o m p a r e a c r o s s a l l
c o n t r o l s . G r a y b a r s r e p r e s e n t m a l e s a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t f e m a l e s . A s t e r i s k s (* ) d e n o t e
s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s b e t w e e n a l l o t h e r s t r a i n s o f c o r r e s p o n d i n g g e n d e r s .
X r c c l i s a p r o t e i n i n v o l v e d i n t h e b a s e e x c i s i o n r e p a i r p a t h w a y , w h i c h i s g e n e r a l l y
b e l i e v e d t o b e t h e m a i n D N A - d a m a g e r e p a i r p a t h w a y f o r s m a l l l e s i o n s c a u s e d b y o x i d a t i v e
a n d a l k y l a t i o n d a m a g e . W h i l e n o g e n d e r d i f f e r e n c e s i n b a s a l X r c c l e x p r e s s i o n w e r e s e e n
w i t h i n s t r a i n s
,
s e v e r a l s t r a i n d i f f e r e n c e s w e r e o b s e r v e d . CA S T /E i J a n d A / J m a l e s h a d
s i g n i f i c a n t l y h i g h e r e x p r e s s i o n t h a n d i d C 57 B L / 6 J m a l e s . A / J a n d C 5 7 B L / 6 J f e m a l e s b o t h
h a d l o w e r e x p r e s s i o n t h a n C A ST /E i J f e m a l e s .
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F i g u r e 2 9 . H e p a t i c e x p r e s s i o n o f X - r a y r e p a i r c r o s s - c o m p l e m e n t i n g g r o u p 1 g e n e
e x p r e s s i o n n o r m a l i z e d t o c o n t r o l s . X r c c l e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h
G u s b a s t h e h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a i s e x p r e s s e d a s p e r c e n t c h a n g e o v e r c o n t r o l , w i t h m a l e
e x p r e s s i o n o n t h e l e ft a n d f e m a l e e x p r e s s i o n o n t h e r i g ht . W h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l
a n im a l s , g r a y b a r s r e p r e s e n t l o w e x p o s u r e a n im a l s , a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i g h e x p o s u r e
a n im a l s . A s t e r i s k s (* ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5) d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e
c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r . B r a c k e t s (
' 1) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5) d i f f e r e n c e s i n
c h a n g e r e s p o n s e b e t w e e n s t r a i n s o f t h e c o r r e s p o n d i n g g e n d e r a n d e x p o s u r e l e v e l . P e r c e n t a g e
s i g n s ( % ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m h i g h e x p o s u r e m a l e s o f t h e
c o r r e s p o n d i n g s t r a i n .
W h i l e t h e r e i s n o e x p o s u r e r e s p o n s e e x h i b i t e d i n t h e C A S T /E i J m a l e s , t h e f e m a l e s d o
h a v e t h i s e f f e c t . T h e h i g h e x p o s u r e C A ST / E i J f e m a l e s h a v e s i g n i f i c a n t l y d e c r e a s e d
e x p r e s s i o n o f X r c c l c o m p a r e d t o t h e i r c o n t r o l s . T h e r e i s a l s o a g e n d e r d i f f e r e n c e i n t h e
C A ST / E i J s t r a i n
,
w h e r e t h e m a l e s h a v e l e s s o f a c h a n g e r e s p o n s e t o B D e x p o s u r e . I n t h e A / J
s t r a i n , t h e h i g h e x p o s u r e m a l e s h a d d e c r e a s e d e x p r e s s i o n c o m p a r e d t o t h e i r c o r r e s p o n d i n g
c o n t r o l s
,
b u t t h e s a m e w a s n o t s e e n i n t h e fe m a l e s . T h e r e w e r e n o c h a n g e s i n e x p r e s s i o n o r
g e n d e r d i f f e r e n c e s s e e n i n t h e C 5 7B L / 6 J a n im a l s . B e t w e e n s t r a i n s , h i g h e x p o s u r e A / J m a l e s
h a d a s i g n i f i c a n t l y l o w e r r e s p o n s e t o B D e x p o s u r e t h a n d i d C 5 7 B L /6 J m a l e s I n f e m a l e s , t h e
h i g h e x p o s u r e C A S T /E i J a n d A / J m i c e h a d a l o w e r c h a n g e r e s p o n s e c o m p a r e d t o t h e h i g h
e x p o s u r e C 5 7B L / 6 J a n im a l s .
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G e n e E x p r e s s i o n i n L u n g
G e n e e x p r e s s i o n f o r s e v e r a l g e n e s w a s a l s o qu a n t i f i e d i n t h e l u n g . N o t o n l y i s i t t h e p o r t a l o f
e n t r y i n t o t h e b o d y fo r b u t a d i e n e d u r i n g i n h a l a t i o n a l e x p o s u r e s , b u t c a n c e r b i o a s s a y s h a v e
s h o w n B D t o i n du c e l u n g t u m o r s i n m i c e
D N A m e t hy l t r a n sf e r a s e s
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F i g u r e 3 0 . D N A m e t h y l t r a n s f e r a s e 1 e x p r e s s i o n i n l u n g a c r o s s a l l c o n t r o l s . D n m t l
e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a i s
e x p r e s s e d i n t h e a b s o l u t e u n i t s o f 2
"
' " ^ '
t o c o m p a r e a c r o s s a l l c o n t r o l s . G r a y b a r s r e p r e s e n t
m a l e s a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t f e m a l e s . B r a c k e t s (
' I ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 )
d i f f e r e n c e s i n e x p r e s s i o n b e t w e e n s t r a i n s o f c o r r e s p o n d i n g g e n d e r s .
N o g e n d e r d i f f e r e n c e s i n b a s a l e x p r e s s i o n o f D n m t l w e r e o b s e r v e d w i t h i n t h e s t r a i n s .
B e tw e e n t h e s t r a i n s
,
h o w e v e r
,
d i f f e r e n c e s w e r e o b s e r v e d , w it h C A ST / E i J m a l e s a n d f e m a l e s
b o t h h a v i n g s i g n i f i c a n t l y h i g h e r e x p r e s s i o n t h a n t h e c o r r e s p o n d i n g A /J a n i m a l s
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F i g u r e 3 1. D N A m e t h y l t r a n s f e r a s e 1 e x p r e s s i o n i n l u n g n o r m a l i z e d t o c o n t r o l s D n m t l
e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s h a s t h e h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a i s
e x p r e s s e d a s p e r c e n t c h a n g e o v e r c o n t r o l , w i t h m a l e e x p r e s s i o n o n t h e l e ft a n d f e m a l e
e x p r e s s i o n o n t h e r i gh t . W h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l a n im a l s , g r a y b a r s r e p r e s e n t l o w
e x p o s u r e a n im a l s , a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i g h e x p o s u r e a n im a l s . A s t e r i s k s ( * ) de n o t e
s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d ge n d e r .
N u m b e r s i g n s (# ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m l o w e x p o s u r e m i c e o f t h e
c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r . B r a c k e t s (
' I) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s i n
c h a n g e r e s p o n s e b e t w e e n s t r a i n s o f t h e c o r r e s p o n d i n g ge n d e r a n d e x p o s u r e l e v e l .
W i th i n t h e A / J s t r a i n
,
t h e m a l e s h a v e i n c r e a s e d D n m t l e x p r e s s i o n i n t h e h i g h
e x p o s u r e g r o u p w h e n c o m p a r e d t o b o t h th e c o r r e s p o n d i n g c o n t r o l a n d l o w a n i m a l s . T h i s
r e s p o n s e i s n o t e c h o e d i n t h e fe m a l e s . N o g e n d e r d i f f e r e n c e s a r e o b s e r v e d w i th i n a n y o f t h e
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s t r a i n s . B e t w e e n t h e s t r a i n s , t h e h i g h e x p o s u r e A / J m a l e s h a d a s i g n i f i c a n t l y h i gh e r f o l d
r e s p o n s e t h a n d i d t h e c o r r e s p o n d i n g C A S T /E i J o r C 5 7 B L / 6 J m i c e .
D N A r ep a i r p r o t e i n s
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F i g u r e 3 2 . M e t h y l a t e d - D N A - p r o t e i n - c y s t e i n e m e t h y l t r a n s f e r a s e e x p r e s s i o n i n l u n g
a c r o s s c o n t r o l s . Mg m t e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - PC R , w i t h G u s b a s t h e
h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a i s e x p r e s s e d i n t h e a b s o l u t e u n i t s o f 2
"
' ' *^ '
t o c o m p a r e a c r o s s a l l
c o n t r o l s . G r a y b a r s r e p r e s e n t m a l e s a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t f e m a l e s . A s t e r i s k s (* ) d e n o t e
s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m a l l o t h e r s t r a i n s .
N o g e n d e r d i f f e r e n c e s w e r e s e e n i n t h e e x p r e s s i o n o i Mg m t . St r a i n d i f f e r e n c e s w e r e
s e e n b e t w e e n b o th g e n d e r s o f t h e C A ST /E i J s t r a i n a n d th e c o r r e s p o n d i n g A / J a n d C 5 7 B L / 6 J
s t r a i n s .
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F i g u r e 3 3 . M e t h y l g u a n i n e m e t h y l t r a n s f e r a s e e x p r e s s i o n i n l u n g n o r m a l i z e d t o c o n t r o l s .
Mg m t e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e h o u s e k e e p in g g e n e . D a t a i s
e x p r e s s e d a s p e r c e n t c h a n g e o v e r c o n t r o l , w i t h m a l e e x p r e s s i o n o n t h e l e ft a n d fe m a l e
e x p r e s s i o n o n t h e r i g h t W h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l a n i m a l s , gr a y b a r s r e p r e s e n t l o w
e x p o s u r e a n i m a l s , a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i g h e x p o s u r e a n i m a l s . A s t e r i s k s ( * ) de n o t e
s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r .
N u m b e r s i g n s (# ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m l o w e x p o s u r e m i c e o f t h e
c o r r e s p o n d i n g s t r a i n a n d g e n d e r . B r a c k e t s (
' I) d e n o t e s i gn i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s i n
c h a n g e r e s p o n s e b e tw e e n s t r a i n s o f t h e c o r r e s p o n d i n g g e n d e r a n d e x p o s u r e l e v e l . P e r c e n t a g e
s i g n s (% ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s b e tw e e n m a l e s o f t h e c o r r e s p o n d i n g s t r a i n
a n d e x p o s u r e l e v e l .
6 2
Wi t h i n s t r a i n s
,
C A S T / E i J m a l e s a n d f e m a l e s di s p l a y e d t h e s a m e t r e n d , a l t h o u g h
s i g n i f i c a n c e c o u l d o n l y b e o b t a i n e d i n t h e f e m a l e s d u e t o t h e n u m b e r o f l o w e x p o s u r e m a l e s
(n = l ) . E x p r e s s i o n o f M g m t w a s d e c r e a s e d i n l o w e x p o s u r e a n im a l s a s c o m p a r e d t o c o n t r o l s .
H i g h e x p o s u r e em i m a l s h a d i n c r e a s e d e x p r e s s i o n l e v e l s c o m p a r e d t o l o w e x p o s u r e a n im a l s
b u t n o t c o n t r o l s . T h i s s a m e t r e n d w a s a l s o o b s e r v e d i n b o t h g e n d e r s o f A / J . C 5 7 B L / 6J
m a l e s h a d i n c r e a s e d e x p r e s s i o n i n b o t h l o w e x p o s u r e a n d h i g h e x p o s u r e a n im a l s . T h i s t r e n d
w a s n o t e x h i b i t e d i n t h e C 5 7B L / 6 J f e m a l e s . T h e r e w a s a s i g n i f i c a n t g e n d e r d i f f e r e n c e i n
c h a n g e r e s p o n s e b e t w e e n t h e C 5 7B L / 6 J m a l e s a n d f e m a l e s , w h e r e t h e m a l e s h a d a h i g h e r
c h a n g e r e s p o n s e c o m p a r e d t o t h e i r f e m a l e c o u n t e r p a r t s .
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F i g u r e 3 4 . M e t h y l p u r i n e g l y c o s y l a s e e x p r e s s i o n i n l u n g a c r o s s c o n t r o l s . Mp g e x p r e s s i o n
w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a i s e x p r e s s e d i n t h e
a b s o l u t e u n i t s o f 2
' * ^ ^ '
t o c o m p a r e a c r o s s a l l c o n t r o l s G r a y b a r s r e p r e s e n t m a l e s a n d b l a c k
b a r s r e p r e s e n t f e m a l e s . A s t e r i s k s ( * ) d e n o t e s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5) d i f f e r e n c e s f r o m a l l o t h e r
s t r a i n s .
N o s i g n i f i c a n t g e n d e r d i f f e r e n c e s w e r e o b s e r v e d i n Mp g e x p r e s s i o n a c r o s s c o n t r o l s .
CA S T /E i J m a l e s w e r e f o u n d t o h a v e h i gh e r b a s a l e x p r e s s i o n t h a n m a l e s f r o m b o t h A / J a n d
C 5 7B L / 6 J s t r a i n s .
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F i g u r e 3 5 . M e t h y l p u r i n e g l y c o s y l a s e e x p r e s s i o n i n l u n g n o r m a l iz e d t o c o n t r o l s . Mp g
e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a i s
e x p r e s s e d a s p e r c e n t c h a n g e o v e r c o n t r o l , w i t h m a l e e x p r e s s i o n o n t h e l e ft a n d f e m a l e
e x p r e s s i o n o n t h e r i gh t . W h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l a n im a l s , g r a y b a r s r e p r e s e n t l o w
e x p o s u r e a n im a l s , a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i g h e x p o s u r e a n im a l s .
N o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n r e s p o n s e , g e n d e r , o r s t r a i n w e r e o b s e r v e d i n Mp g
e x p r e s s i o n i n t h e l u n g .
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F i g u r e 3 6 . E x p r e s s i o n o f X - r a y r e p a i r c r o s s - c o m p l e m e n t i n g g r o u p 1 i n l u n g a c r o s s
c o n t r o l s . X r c c l e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e h o u s e k e e p i n g
g e n e . D a t a i s e x p r e s s e d i n t h e a b s o l u t e u n i t s o f 2
" ' ' ^ '
t o c o m p a r e a c r o s s a l l c o n t r o l s . G r a y
b a r s r e p r e s e n t m a l e s a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t f e m a l e s . A s t e r i s k s ( * ) d e n o t e s i g n i f i c a n t
(p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s f r o m a l l o t h e r s t r a i n s w i t h i n t h e s a m e g e n d e r . B r a c k e t s ( ' I) d e n o t e
s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s i n s p e c i f i c s t r a i n s w i t h i n t h e s a m e g e n d e r .
W i t h in t h e s t a i n s
,
n o g e n d e r d i f f e r e n c e s w e r e o b s e r v e d i n b a s a l e x p r e s s i o n o i X r c c l .
B e t w e e n t h e s t r a i n s , C A ST / E i J m a l e s h a d h i gh e r e x p r e s s i o n o i X r c c l t h a n d i d t h e A /J m a l e s .
F e m a l e CA S T /E i J a n im a l s h a d h i gh e r e x p r e s s i o n t h a n e i t h e r A / J o r C 5 7 B L / 6J c o n t r o l s .
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F i g u r e 3 7 . E x p r e s s i o n o f X - r a y r e p a i r c r o s s - c o m p l e m e n t i n g g r o u p 1 i n l u n g n o r m a l i z e d
t o c o n t r o l s . X r c c l e x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e h o u s e k e e p i n g
ge n e . D a t a i s e x p r e s s e d a s p e r c e n t c h a n g e o v e r c o n t r o l , w i t h m a l e e x p r e s s i o n o n t h e l e ft a n d
fe m a l e e x p r e s s i o n o n t he r i g h t . W h i t e b a r s r e p r e s e n t c o n t r o l a n i m a l s , g r a y b a r s r e p r e s e n t l o w
6 5
e x p o s u r e a n i m a l s , a n d b l a c k b a r s r e p r e s e n t h i g h e x p o s u r e a n im a l s . B r a c k e t s (
' I) d e n o t e
s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 5) d i f f e r e n c e s i n c h a n g e r e s p o n s e b e t w e e n s t r a i n s o f t h e c o r r e s p o n d i n g
g e n d e r a n d e x p o s u r e l e v e l .
W i th i n s t r a i n s
, n o s i g n i fi c a n t r e s p o n s e s w e r e s e e n f o l l o w i n g B D e x p o s u r e L i k e w i s e ,
t h e r e w e r e n o g e n d e r d i f f e r e n c e s i n t h e f o l d r e s p o n s e t o e x p o s u r e . B e t w e e n s t r a i n s ,
C A ST / E i J h i g h e x p o s u r e m a l e s h a d a g r e a t e r r e s p o n s e t h a n d i d h i gh e x p o s u r e A / J m a l e s . N o
o t h e r d i f f e r e n c e s i n r e s p o n s e b e tw e e n s t r a i n s w e r e o b s e r v e d . B r a c k e t s (
' I) d e n o t e
s i g n i fi c a n t (p < 0 . 0 5 ) d i f f e r e n c e s b e tw e e n s t r a i n s w i t h i n t h e c o r r e s p o n d i n g e x p o s u r e l e v e l a n d
g e n d e r .
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C h a p t e r 5
D i s c u s s i o n
,
L i m i t a t i o n s , C o n c l u s i o n s , a n d F u t u r e D i r e c t i o n s
D i s c u s s i o n
I t i s k n o w n t h a t i n t e r i n d i v i d u a l v a r i a b i l i t y i n h u m a n s p l a y s a r o l e i n s u s c e p t i b i l i t y t o
B D t o x i c i t y . U s i n g a t h r e e s t r a i n p a n e l o f m i c e , w e h a v e a t t e m pt e d t o m o d e l t h i s g e n e t i c
v a r i a t i o n . I n m i c e , B D e x p o s u r e i s a s s o c i a t e d w i t h t h e f o r m a t i o n o f T H B - G a d d u c t s i n a
d o s e a n d s t r a i n d e p e n d e n t m a n n e r [3 1 , 3 2 ] . Sim i l a r t o o t h e r s t u d i e s , t h e p r e s e n t s t u d y f o u n d
t h a t C A ST / E i J m a l e s f o r m e d f e w e r T H B - G a d d u c t s t h a n A /J a n d C 5 7 B L / 6 J m a l e s fo l l o w i n g
B D e x p o s u r e . T h e d e c r e a s e d D N A a d du c t f o r m a t i o n i n CA ST / E i J m i c e i s a n im p o r t a n t
fi n d i n g s i n c e i t s h o w s th a t t h i s s t r a i n i s s o m e h o w r e c e i v i n g l e s s D N A d a m a g e . A d d i t i o n a l l y ,
b e c a u s e f e m a l e m i c e h a v e b e e n s h o w n t o b e m o r e s u s c e p t i b l e t o c a n c e r , t h i s s t u d y a l s o
i n v e s t i g a t e d T H B - G a dd u c t f o r m a t i o n i n f e m a l e m i c e . I t w a s f o u n d t h a t f e m a l e C A ST / E i J
m i c e a l s o h a v e l e s s f o r m a t i o n o f T H B - G a d d u c t s c o m p a r e d t o A / J a n d C 57 B L / 6 J f e m a l e s .
T h e s im i l a r r e s p o n s e i n b o t h g e n d e r s o f t h e CA ST / E i J s t r a i n m e a n s t h a t t h e d e c r e a s e d a d du c t
f o r m a t i o n i s n o t g e n d e r s p e c i fi c a n d c a n n o t b e u s e d t o e x p l a i n f e m a l e m o u s e s u s c e p t i b i l i t y t o
c a n c e r .
I t i s k n o w n t h a t s o m e c a r c i n o g e n s , i n c l u d i n g B D , m a y b e e p i g e n o t o x i c [ 3 1 , 3 3 ] . O u r
s t u d y f o u n d m a l e C A ST / E i J m i c e h a d i n c r e a s e d t r im e t h y l a t i o n l e v e l s a t H 3K 9 , H 3K 2 7 , a n d
H 4 K 2 0 w h e n e x p o s e d t o B D . I t i s a c c e p t e d t h a t t h e s e m a r k s a r e i m p o r t a n t i n m a i n t a i n i n g
g e n o m i c s t a b i l i t y a n d c h r o m a t i n s t r u c t u r e ( [3 2 , 54 - 56 ] . I n c r e a s e d t r im e t h y l a t i o n a t t h e s e
l o c a t i o n s i s a s s o c i a t e d w i t h m o r e c o n d e n s e d c h r o m a t i n a n d r e p r e s s i o n o f t r a n s c r i p t i o n . I t
m a y a l s o y i e l d D N A l e s s a c c e s s i b l e t o D N A r e a c t i v e c h e m i c a l s , o r i n t h i s c a s e , r e a c t i v e B D
m e t a b o l it e s . T h i s c o u l d e x p l a i n w h y th e m a l e C A ST / E i J m i c e h a v e l o w e r n u m b e r s o f T H B
-
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G u a a d d u c t s . I n t e r e s t i n g l y , t h e r e w e r e g e n d e r d i f f e r e n c e s o b s e r v e d w i t h i n t h e C A ST / E i J
m i c e . F e m a l e s d i d n o t h a v e i n c r e a s e d t r im e t h y l a t i o n a t H 3 K 9 , H 3 K 2 7 , a n d H 4 K 2 0 , t h e i r l o w
l e v e l s o f D N A a d d u c t s c a n n o t b e e x p l a i n e d b y t h e s a m e c o n d e n s e d c h r o m a t i n m e c h a n i s m .
F u r t h e rm o r e
,
C 5 7 B L / 6J m a l e s d i d n o t f o l l o w t h e s a m e H 3 K 9m e 3
,
H 3 K 2 7 m e 3
,
H 4 K 2 0m e 3
a s h a d b e e n s e e n i n p r e v i o u s B D s t u d i e s [ 3 2 ] , w h e r e t h e r e w a s a d e c r e a s e i n t r im e t h y l a t i o n
w i t h e x p o s u r e . I n f a c t , i n t h e p r e s e n t s t u d y , t h e r e w e r e h a r d l y a n y d i f f e r e n c e s i n t h e s e
m a r k e r s i n m a l e s o r f e m a l e s o f C 5 7 B L / 6 J f o l l o w i n g B D e x p o s u r e . T h i s d i f f e r e n c e c o u l d b e
du e t o t h e m a r k e d d i f fe r e n c e i n e x p o s u r e b e tw e e n t h e p r e s e n t s t u d y a n d t h e K o t u r b a s h ,
S c h e r h a g [ 3 2 ] s t u d y , w h e r e t h e e x p o s u r e t o B D w a s n e a r l y 3 0% h i g h e r t h a n i n t h e p r e s e n t
s t u dy .
W h i l e d im e t h y l a t i o n i s t h e m o s t c o m m o n a l t e r a t i o n o f H 4 K 2 0 i n m a m m a l i a n c e l l s , i t
h a s n o t b e e n a s s o c i a t e d w i t h r e g u l a t i o n o f g e n e e x p r e s s i o n o f h e t e r o c h r o m a t i n [ 5 7 , 5 8] .
T h e r e i s
,
h o w e v e r
,
e v i d e n c e t h a t i t p l a y s a n im p o r t a n t r o l e i n t h e r e c o g n it i o n o f D N A d a m a g e
s it e s a n d t h e i n i t i a t i o n o f D N A r e p a i r t h r o u g h t h e r e c r u i tm e n t o f C r b 2 a n d p 5 3 - b i n d i n g
p r o t e i n 1 (5 3 B P 1) , w h i c h a r e b o t h c h e c k p o i n t p r o t e i n s [5 7 , 5 9 - 6 1] . O u r d a t a s h o w m a l e
C A ST / E i J a n d A / J m i c e w e r e a l s o f o u n d t o h a v e i n c r e a s e d d im e t h y l a t i o n o f H 4 K 2 0 w i t h B D
e x p o s u r e . B e t w e e n s t r a i n s , C A ST / E i J a n d A / J m a l e s a l s o h a d a g r e a t e r f o l d c h a n g e w i t h
e x p o s u r e t h a n d i d t h e m a l e C 5 7 B L / 6 J g r o u p E ff i c i e n t r e c o g n i t i o n o f D N A d a m a g e a n d
i n i t i a t i o n o f r e p a i r m a y a l s o h e l p e x p l a i n t h e l o w l e v e l s o f T H B - G a d du c t s s e e n i n CA ST /E i J
m a l e s . F e m a l e C A ST / E i J m i c e
,
h o w e v e r
,
w e r e f o u n d t o h a v e d e c r e a s e d H 4 K 2 0
d im e t h y l a t i o n f o l l o w i n g B D e x p o s u r e a n d a s i g n i f i c a n t l y d e c r e a s e d r e s p o n s e c o m p a r e d th e
C 5 7 B L /6 J f e m a l e s a n d t h e i r C A S T /E i J m a l e c o u n t e r p a r t s . D e c r e a s e s i n H 4 K 2 0m e 2 h a v e
b e e n a s s o c i a t e d w i t h a l o s s o f r e c r u i t m e n t o f t h e s e c h e c k p o i n t p r o t e i n s t o s i t e s o f D N A
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d a m a g e , r e s u l t i n g i n l o w e r e d c e l l s u r v i v a l w i t h g e n o t o x i c d a m a g e [ 6 2 ] . T h e s e r e s u l t s a l s o
c a n n o t h e l p e x p l a i n t h e d e c r e a s e i n f e m a l e C A ST / E i J a d du c t s .
B D e x p o s u r e h a s b e e n a s s o c i a t e d w it h h i s t o n e m e t h y l t r a n s f e r a s e E z h 2 g e n e
e x p r e s s i o n [ 32 ] . I n t e r e s t i n g l y , t h e p r e s e n t s t u d y a c t u a l l y f o u n d t h e o p p o s i t e t r e n d , a lt h o u g h i t
w a s n o t s i g n i f i c a n t F e m a l e A / J m i c e a l s o h a d d e c r e a s i n g l e v e l s o f E z h 2 e x p r e s s i o n . E z h 2
h e l p s c a t a l y z e t h e a d d i t i o n o f m e t h y l g r o u p s t o H 3 K 2 7 , w h i c h r e c r u i t P o l y c o m b G r o u p (P c G )
p r o t e i n s t h a t m a i n t a i n c h r o m a t i n i n a c o n d e n s e d s t a t e t o r e p r e s s g e n e t r a n s c r i p t i o n . E z h 2 c a n
a l s o i n t e r a c t w i t h D N M T s t o h e l p d i c t a t e C pG m e t h y l a t i o n , w h e r e h i s t o n e m e t h y l a t i o n a n d
D N A m e t h y l a t i o n w o r k t o g e t h e r i n g e n e - s i l e n c i n g n e t w o r k s w i t h i n a c e l l [ 6 3 ] T h e
d e c r e a s i n g e x p r e s s i o n o f E z h 2 i n A /J f e m a l e s i s c o n s i s t e n t w i t h a m o r e o p e n c hr o m a t i n s t a t e
w h i c h c o u l d h e l p e x p l a i n t h e i r h i g h n u m b e r o f T H B - G u a a d d u c t s .
N o n e o f t h e c h a n g e s i n h i s t o n e m o d i f i c a t i o n s e v a l u a t e d b y w e s t e r n b l o t a r e c o n s i s t e n t
w i t h a n y c h a n g e s i n h i s t o n e m e t h y lt r a n s f e r a s e s e v a l u a t e d b y g e n e e x p r e s s i o n a n a l y s i s . I t
c o u l d b e h y p o t h e s i z e d th a t w h e r e H 3 K 9m e 3 i s i n c r e a s e d , S u v 3 9 h l e x p r e s s i o n w i l l b e
i n c r e a s e d . H o w e v e r
,
a s i s e v i d e n c e d i n t h e CA S T / E i J m a l e s
,
t h i s d o e s n o t h a p p e n . G e n e
t r a n s c r i p t i o n d o e s n o t n e c e s s a r i l y l e a d t o p r o t e i n t r a n s l a t i o n . W e a r e m i s s i n g t h e c r u c i a l
e l e m e n t o f p r o t e i n e x p r e s s i o n t h r o u g h w e s t e r n b l o t s .
D i f f e r e n c e s i n t h e a b i l i t y o f s t r a i n s a n d g e n d e r s o f m i c e t o r e p a i r D N A m a y h e l p
e x p l a i n t h e v a r y i n g l e v e l s o f T H B - G u a a d du c t s s e e n . B a s a l l e v e l s o f Mp g i n C A ST / E i J
f e m a l e s w e r e s i g n i f i c a n t l y l o w e r t h a n t h e m a l e s . I n t h e e x p o s u r e g r o u p s , b o t h f e m a l e gr o u p s
o f C A ST / E i J h a d s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d h e p a t i c Mp g e x p r e s s i o n a s c o m p a r e d t o t h e i r
c o n t r o l s . M p g i s k n o w n t o c a t a l y z e t h e e x c i s i o n o f s e v e r a l a l k y l a t e d p u r i n e b a s e s f r o m D N A
[5 2 ] . Si n c e t h e t h r e e D N A r e a c t i v e m e t a b o l i t e s o f B D (E B , D E B , a n d E B D ) a r e a l l
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a l k y l a t i n g a g e n t s , t h e y c a n f o r m D N A a l k y l a t i o n a d d u c t s , a s w i t h t h e T H B - G u a a d d u c t s .
F u r t h e r m o r e
,
o v e r e x p r e s s i o n o f t h e r a t M P G p r o t e i n i n Ch i n e s e h am s t e r o v a r y c e l l s , h a s b e e n
s h o w n t o p r o t e c t t h e c e l l s a g a i n s t D N A d a m a g e f r o m m e t h y l a t i n g a g e n t s [6 4 ] . T h u s , t h e
i n c r e a s e o f Mp g e x p r e s s i o n i n CA S T / E i J f e m a l e s m a y e x p l a i n t h e l o w e r l e v e l s o f T H B - G u a
a d d u c t s c o m p a r e d t o t h e o t h e r s t r a i n s . T h e r e i s a l s o a s i g n i fi c a n t g e n d e r d i f f e r e n c e i n
r e s p o n s e b e tw e e n t h e h i gh e x p o s u r e C A S T /E i J f e m a l e s a n d m a l e s C A S T /E i J m a l e s h a v e
a l r e a d y b e e n s u g g e s t e d t o h a v e c o n d e n s e d c h r o m a t i n t h a t i s n o t a c c e s s i b l e f o r r e a c t i v e
m e t a b o l i t e s t o b i n d t o . I f t h i s i s t r u e
,
t h e y w o u l d n o t n e e d t o u p r e gu l a t e Mp g e x p r e s s i o n a s
t h e fe m a l e C A S T / E i J d o . T h e A / J h i gh e x p o s u r e f e m a l e g r o u p h a d s i g n i f i c a n t l y d e c r e a s e d
Mp g e x p r e s s i o n , w h i c h c o u l d p a r t i a l l y e x p l a i n w h y t h e y h a v e m o r e T H B - G a d d u c t s t h a n t h e
C A ST / E i J fe m a l e s .
Mg m t e x p r e s s i o n i n t h e l u n g a l s o s h o w s i n t e r e s t i n g e x p r e s s i o n . T h e b a s a l e x p r e s s i o n
o f Mg m t i s s i g n i f i c a n t l y h i g h e r i n b o t h m a l e a n d f e m a l e C A ST / E i J a n im a l s t h a n i n t h e o t h e r
s t r a i n s . T h e h i g h a n d l o w e x p o s u r e C 5 7 B L /6 J m a l e s h a v e s i g n i f i c a n t l y m o r e e x p r e s s i o n t h a n
t h e i r c o n t r o l . W h e n c o m p a r i n g w i t h i n t h e m a l e s , t h e h i gh e x p o s u r e C 5 7 B L / 6 J r e s p o n s e t o
e x p o s u r e w a s s i g n i f i c a n t l y g r e a t e r t h a n t h e o t h e r s t r a i n s . T h e r e i s a l s o a ge n d e r d i f f e r e n c e
b e tw e e n t h e r e s p o n s e s s e e n i n t h e h i gh e x p o s u r e C 5 7B L / 6 J m a l e s a n d fe m a l e s . B o t h t h e
m a l e s a n d f e m a l e s o f t h e o t h e r s t a i n s f o l l o w t h e s a m e t r e n d w h e r e t h e l o w e x p o s u r e
e x p r e s s i o n i s s i g n i fi c a n t l y d e c r e a s e d f r o m th e c o n t r o l , b u t t h e r e i s n o c h a n g e i n e x p r e s s i o n
f r o m c o n t r o l i n t h e h i g h e x p o s u r e a n im a l s . M gm t i s a D N A r e p a i r p r o t e i n t h a t r e m o v e s 0 6 -
a l k y l g u a n i n e f r o m D N A b y t r a n s f e r r i n g th e a l k y l gr o u p f r o m th e b a s e t o a n i n t e r n a l c y s t e i n e
r e s i d u e [5 1] a n d t h u s p r e v e n t s m u t a g e n e s i s b y m a n y D N A a l k y l a t i n g a g e n t s . H o w e v e r ,
D E B
,
a g e n o t o x i c m e t a b o l i t e o f B D , h a s b e e n s h o w n t o h a v e i n c r e a s e d m u t a g e n i c i t y i n t h e
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p r e s e n c e o f M g m t w h i c h i s t h e r e s u l t o f t h e a b i l i t y o f D E B t o c r o s s - l i n k M g m t t o D N A .
Wh i l e t h e D N A - p r o t e i n c r o s s - l i n k s d o n o t e x p l a i n t h e d e c r e a s e d e x p r e s s i o n o f Mg m t i n t h e
l o w e x p o s u r e a n d t h e l a c k o f c h a n g e i n e x p r e s s i o n i n t h e h i g h e x p o s u r e C A S T / E i J a n d A / J
m a l e s em d f e m a l e s
,
t h i s p h e n o m e n o n m a y p l a y a r o l e .
I t s h o u l d b e n o t e d t h a t t h e d i s c r e p a n c i e s f o u n d b e tw e e n t h i s s t u d y a n d K o t u r b a s h ,
Sc h e r h a g [ 3 2 ] , m a y b e d u e t o t h e d i f f e r e n c e s i n e x p o s u r e s W h i l e t h e h i g h e x p o s u r e
K o t u r b a s h m i c e w e r e e x p o s e d t o 62 5 p pm B D , th e h i gh d o s e m i c e i n t h e p r e s e n t s t u d y w e r e
o n l y e x p o s e d t o a n a v e r a g e o f 4 2 5 p p m o v e r t h e t w o w e e k p e r i o d , w i t h t h e f i r s t w e e k
'
s
e x p o s u r e s b e i n g s u b s t a n t i a l l y l o w e r t h a n t h o s e o f t h e s e c o n d w e e k d u e t o t e c h n i c a l
d i f f i c u l t i e s .
L im i t a t i o n s
A l t h o u g h m e a s u r e s w e r e t a k e n t o k e e p e x p o s u r e c o n d i t i o n s c o n s i s t e n t w it h p r e v i o u s
s t u d i e s , t h e B D c o n c e n t r a t i o n i n t h e p r e s e n t s t u d y w a s , o n a v e r a g e 2 0 0 p p m b e l o w t h a t o f t h e
p r e v i o u s K o t u r b a s h , Sc h e r h a g [3 2 ] s t u d y . F u r t h e r m o r e , i n t h e c u r r e n t s t u d y , t h e e x p o s u r e s
w e r e n o t c o n s i s t e n t t h r o u g h o u t t h e t w o w e e k s , a s t h e fi r s t w e e k e x p o s u r e s w e r e s i g n i fi c a n t l y
l o w e r a n d m o r e s p o r a d i c t h a n t h o s e o f t h e fi r s t w e e k . T h u s , i t i s d i f fi c u l t t o c o m p a r e t h i s
e x p e r im e n t t o p r e v i o u s o n e s w h e r e m i c e w e r e e x p o s e d a t a c o n t i n u o u s c o n c e n t r a t i o n .
A d d i t i o n a l l y , w e d o n o t h a v e p r o t e i n d a t a , i n t h e f o r m o f w e s t e r n b l o t s , f o r a l l o f t h e
p r o t e i n s G e n e e x p r e s s i o n d a t a m a y n o t a c c u r a t e l y r e p r e s e n t h o w m u c h p r o t e i n , o r a c t i v e
p r o t e i n , i s i n a c e i l b e c a u s e t h e r e a r e s e v e r a l w a y s t o r e gu l a t e p r o t e i n o t h e r t h a n t r a n s c r i p t i o n .
W h e r e p o s s i b l e , p r o t e i n d a t a n e e d s t o b e d i s p l a y e d t o e i t h e r s u p p o r t o r r e b u f f t h e g e n e
e x p r e s s i o n d a t a . Sp e c i fi c a l l y , t h e r e i s n o p r o t e i n e x p r e s s i o n d a t a f o r h i s t o n e
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m e t h y l t r a n s f e r a s e s o r D N A r e p a i r e n z y m e s . H i s t o n e m e t h y l t r a n s f e r a s e d a t a i s n e e d e d t o
c o n n e c t t h e h i s t o n e m o d i f i c a t i o n s t o t h e ge n e e x p r e s s i o n o f h i s t o n e m o d i f i c a t i o n s . G e n e
e x p r e s s i o n o f D N A r e p a i r e n z y m e s s h o w s o m e o f t h e m o s t i n t e r e s t i n g c h a n g e s , b u t w e
c a n n o t t e l l i f t h e s a m e g e n d e r a n d s t r a i n d i f f e r e n c e s a r e a c t u a l l y o c c u r r i n g a t t h e p r o t e i n
l e v e l .
Si n c e bo t h g e n d e r s o f t h r e e s t r a i n s o f m i c e w e r e u s e d , t h e r e w e r e o n l y a f e w a n im a l s
(n = 3 ) p e r g r o u p . T h i s s m a l l n u m b e r l im i t e d s t a t i s t i c s , e s p e c i a l l y w h e n t w o m a l e C A ST /E i J
a n im a l s i n t h e l o w e x p o s u r e g r o u p d i e d s o t h a t n o s i g n i f i c a n c e c o u l d b e o b t a i n e d w i t h th i s
g r o u p .
I n s o m e f o rm , t h i s s t u d y d e s i g n a c c o u n t s f o r p o t e n t i a l d i f f e r e n c e s i n t h e s t r a i n s
'
a n d
ge n d e r s
'
a b i l i t i e s t o f o r m D N A a d du c t s
,
d i s p l a y e p i g e n e t i c m o d i f i c a t i o n s , a n d r e p a i r D N A .
H o w e v e r
,
t h e r e i s n o a n a l y s i s t o a c c o u n t f o r p o t e n t i a l s t r a i n a n d g e n d e r d i f f e r e n c e s i n
e x p o s u r e o r m e t a b o l i s m , w h i c h c a n b e m e a s u r e d b y qu a n t i f y i n g g l o b i n a d d u c t s o r t h e
e p o x i d e i n t e r m e d i a t e s t h e m s e l v e s . St r a i n d i f f e r e n c e s i n m e t a b o l i s m c o u l d a c c o u n t f o r t h e
l o w e r l e v e l s o f T H B - G a d d u c t s s e e n i n C A ST / E i J m i c e . T H B - G a d d u c t s c a n b e f o r m e d b y
t h e a d du c t i o n o f e i t h e r E B D o r D E B , b u t i t i s t h o u g h t t h a t m o s t a r e t h e r e s u l t o f E B D . T h u s ,
i f C A ST / Ei J m i c e w e r e t o b i o t r a n s f o r m l e s s B D i n t o E B D
,
f e w e r T H B - G a d d u c t s w o u l d
r e s u l t .
F u r t h e r m o r e
,
w h i l e m i c e w e r e u s e d i n t h i s e x p e r i m e n t t o m o d e l t h e i n t e r s t r a i n
d i f f e r e n c e s b e c a u s e t h e v a r i o u s i n b r e d s t r a i n s a r e w e l l g e n o t y p e d , t h e y m a y n o t b e t h e b e s t
s p e c i e s w i t h w h i c h t o m o d e l t h e h u m a n r e s p o n s e t o b u t a d i e n e . F o r e x a m p l e , i t i s w e l l k n o w n
t h a t m i c e a r e m u c h m o r e s e n s i t i v e t o B D t h a n e i t h e r r a t s o r h u m a n s a r e , a s t h e i r E B d o s e
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e q u i v a l e n t p e r p p m i s r o u gh l y 5 0 t im e s g r e a t e r t h a n r a t s a n d 2 0 0 t im e s g r e a t e r t h a n h u m a n s
[ 16 ] .
C o n c l u s i o n s
F o l l o w i n g e x p o s u r e t o t h e e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t a n d o c c u p a t i o n a l h a z a r d 1 , 3 -
b u t a d i e n e
,
a g e n o t o x i c a s w e l l a s a n e p i g e n e t i c r e s p o n s e i s s e e n i n m i c e . T h e s e r e s p o n s e s
v a r y w i t h e x p o s u r e , s t r a i n , a n d g e n d e r . W i t h r e g a r d t o N - 7 D N A a d du c t s , bo t h m a l e s a n d
f e m a l e s o f t h e CA ST / E i J s t r a i n o f m i c e s h o w s i g n i f i c a n t l y l o w e r l e v e l s o f a d d u c t s w h e n
c o m p a r e d t o C 5 7B L / 6 J a n d A / J m i c e t h a t w e r e e x p o s e d t o t h e s a m e c o n c e n t r a t i o n s o f B D .
F e m a l e C 5 7 B L /6 J m i c e a l s o h a v e l o w e r n u m b e r o f a dd u c t s t h a n t h e i r m a l e c o u n t e r p a r t s .
W i t h r e g a r d t o h i s t o n e m o di f i c a t i o n s , t h e m o s t i n t e r e s t i n g c h a n g e s a l s o o c c u r i n t h e
CA S T /E i J m i c e . T h e m a l e s h a v e i n c r e a s e d l e v e l s o f H 3K 9 , H 4 K 2 0 , a n d H 3K 2 7
t r im e t h y l a t i o n a n d H 4 K 2 0 d im e t h y l a t i o n f o l l o w i n g e x p o s u r e t o B D . T r im e t h y l a t e d H 3K 9 ,
H 4 K 2 0
,
a n d H 3K 2 7 a r e a l l a s s o c i a t e d w i t h a s t a t e o f c o n d e n s e d c h r o m a t i n a n d r e p r e s s e d
g e n e e x p r e s s i o n . I t i s h y p o t h e s i z e d t h a t t h e c o n d e n s e d c h r o m a t i n s t a t e o f t h e m a l e C A ST / E i J
m i c e m a y m a k e i t d i f f i c u l t f o r t h e r e a c t i v e e p o x i d e m e t a b o l i t e s o f B D t o a c c e s s a n d b i n d t o
D N A .
M a l e C A ST / E i J a n d A / J m i c e w e r e a l s o f o u n d t o h a v e i n c r e a s e d d i m e t h y l a t i o n o f
H 4 K 2 0 w i t h B D e x p o s u r e . I t h a s b e e n s u g g e s t e d t h a t t h i s m o d i f i c a t i o n p l a y s a n im p o r t a n t
r o l e i n t h e r e c o g n i t i o n o f D N A d a m a g e s i t e s a n d t h e i n i t i a t i o n o f D N A r e p a i r F e m a l e
CA S T /E i J m i c e w e r e f o u n d t o h a v e d e c r e a s e d H 4 K 2 0 d im e t h y l a t i o n f o l l o w i n g B D e x p o s u r e
a n d a l o w e r c h a n g e r e s p o n s e c o m p a r e d th e C 5 7 B L / 6J fe m a l e s a n d t h e C A ST / E i J m a l e s .
D e c r e a s e s i n H 4 K 2 0m e 2 h a v e b e e n a s s o c i a t e d w i t h d e c r e a s e d c e l l s u r v i v a l f o l l o w i n g
g e n o t o x i c d a m a g e d u e t o t h e in a b i l i t y t o r e p a i r d a m a g e .
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D i f fe r e n c e s i n t h e a b i l i t y t o r e p a i r D N A d a m a g e m a y a l s o p l a y a r o l e i n s t r a i n a n d s e x
d i f f e r e n c e s i n t h e T H B - G u a a d du c t s o f t h e B D e x p o s e d m i c e . T h i s i s s u p p o r t e d b y s t r a i n a n d
s e x d i f f e r e n c e s i n t h e D N A r e p a i r p r o t e i n s M p g a n d X r c c l e x p r e s s i o n i n t h e l i v e r a n d M g m t
i n t h e l u n g .
I t i s l i k e l y t h a t t h e r e a r e m u l t i p l e m o d e s o f a c t i o n t h a t c o n t r i b u t e t o t h e t o x i c i t y o f
B D
,
i n c l u d i n g g e n o t o x i c i t y , a l a c k o f D N A r e p a i r , a n d e p i ge n e t i c m o d i fi c a t i o n s .
F u t u r e D i r e c t i o n s
I n t h e f u t u r e o f t h i s p r o j e c t , i t i s i m p o r t a n t t h a t s e v e r a l r e s e a r c h a r e a s b e a d d r e s s e d .
F i r s t o f a l l
,
m e t a b o l i s m o f B D n e e d s t o b e a s s e s s e d a c r o s s t h e s e s t r a i n s . T h i s c a n b e
a c c o m p l i s h e d b y a n a l y z i n g h e m o g l o b i n a d d u c t s , a n d i s v it a l t o t h e s t u d y b e c a u s e s t r a i n
d i f f e r e n c e s i n m e t a b o l i s m c o u l d p o s s i b l y e x p l a i n t h e d i f f e r e n c e s i n T H B - G a d du c t s .
A d d i t i o n a l l y , w h i l e w e h a v e d a t a o n N 7 - G u a a d d u c t s f r o m th e l i v e r , w e n e e d t o
g a t h e r t h i s d a t a f r o m o t h e r t i s s u e s o f i n t e r e s t s u c h a s t h e l u n g , k i d n e y , a n d b o n e m a r r o w . I n
t h i s w a y , o r g a n d i f f e r e n c e s c o u l d b e a d d r e s s e d a n d a d d t o o u r u n d e r s t a n d i n g o f w h y c a n c e r
f o r m s w h e r e i t d o e s . A l o n g t h e s e s a m e l i n e s , D N A c r o s s - l i n k s f r o m l i v e r , l u n g , a n d k i d n e y
w o u l d a l s o b e i n f o r m a t i v e . D N A i n t e r s t r a n d c r o s s - l i n k s
,
i f n o t r e p a i r e d , c a n b l o c k p r e v e n t
s t r a n d s e p a r a t i o n a n d t h e r e fo r e D N A r e p l i c a t i o n , t r a n s c r i p t i o n , a n d r e p a i r . I n t r a s t r a n d c r o s s ¬
l i n k s
,
h o w e v e r
,
c a n r e s u l t i n t h e i n s e r t i o n o f t h e w r o n g n u c l e o t i d e o n t h e o p p o s i t e s t r a n d o f
t h e a d du c t [6 5] . T h e s e m o r e m u t a g e n i c a d d u c t s m a y s h e d f u r t h e r l i g h t o n w h i c h s t r a i n s ,
g e n d e r s , a n d o r g a n s a r e r e c e i v i n g t h e m o s t D N A d a m a g e f o l l o w i n g B D e x p o s u r e .
I t i s e s s e n t i a l t o l o o k a t m o r e e p i g e n e t i c m a r k s , s u c h a s g l o b a l D N A m e th y l a t i o n
s i n c e w e d o n o t h a v e t h a t d a t a f o r t h i s s t u d y . O u r a n a l y s i s o f D N A m e th y l t r a n s f e r a s e s
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c a n n o t b e p u t i n t o c o n t e x t w i t h o u t t h i s i n f o r m a t i o n . A d d i t i o n a l l y , w h i l e w e h a v e c a r r i e d o u t
g e n e e x p r e s s i o n a n a l y s i s o n a f ew D N A m e t h y l t r a n s f e r a s e s , w e h a v e n o t e v a l u a t e d t h e
p r o t e i n v i a W e s t e r n b l o t , w h i c h w o u l d g i v e a m o r e a c c u r a t e r e l a t i v e d e t e r m i n a t i o n o f t h e
e n z y m e s i n t h e t i s s u e . G e n e e x p r e s s i o n o r p r o t e i n l e v e l s h a v e a l s o n o t b e e n e x am i n e d f o r
D N A o r h i s t o n e d e m e t h y l a s e s . F u r t h e r m o r e , t h e r e a r e a n u m b e r o f o t h e r h i s t o n e m e t h y l a t i o n
a n d a c e t y l a t i o n s t a t e s t h a t c a n b e i n v e s t i g a t e d t o f u r t h e r e l u c i d a t e c hr o m a t i n s t r u c t u r e i n t h e s e
m o u s e s t r a i n s .
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C h a p t e r 6
P r a c t i c u m R e p o r t
I c o m p l e t e d m y p u b l i c h e a l t h p r a c t i c u m a t t h e N a t i o n a l C e n t e r f o r T o x i c o l o g i c a l
R e s e a r c h (N C T R ), w h i c h i s a d i v i s i o n o f t h e F D A , i n J e f f e r s o n , A r k a n s a s D u r i n g t h i s t im e ,
I l e a r n e d a b o u t e p i g e n e t i c s a n d w e s t e r n b l o t t i n g u n d e r t h e d i r e c t i o n o f D r . I go r Po gr i b n y a n d
w a s a b l e t o a p p l y th i s k n o w l e d g e t o p u b l i c h e a l t h . W e s t e r n b l o t t i n g i s a n im p o r t a n t
t e c h n i q u e i n m o l e c u l a r b i o l o g y , a s i t s e r v e s t o h e l p i d e n t i f y a n d q u a n t i f y p r o t e i n s t h a t m a y b e
u p - o r d o w n - r e g u l a t e d i n t r e a t e d t i s s u e . I n t h i s t e c h n i q u e , t o t a l p r o t e i n i s f i r s t i s o l a t e d a n d
q u a n t i f i e d i n t i s s u e . T h e p r o t e i n s a r e t h e n d e n a t u r e d b y h e a t i n g a n d m i x i n g w i t h
m e r c a p t o e t h a n o l . Sa m p l e s a r e m i x e d w i th SD S b u f f e r s o t h a t t h e y o b t a i n a n e g a t i v e c h a r ge
i n a c h a r g e :m a s s r a t i o o f 1 : 1 a n d a r e s e p a r a t e d b y g e l e l e c t r o p h o r e s i s o n t h e b a s i s o f s i z e .
O n c e a v o l t a g e i s a p p l i e d , s m a l l p r o t e i n s m o v e t h r o u gh t h e a c r y l a m i d e g e l f a s t e r t h a n d o
l a r g e p r o t e i n s . W h e n th e p r o t e i n s h a v e m i g r a t e d d o w n t h e g e l , t h e y a r e t r a n s b l o t t e d t o P V D F
m e m b r a n e s u s i n g a n e l e c t o b l o t t i n g t e c h n i q u e w h i c h p u l l s t h e p r o t e i n s f r o m t h e g e l t o t h e
m e m b r a n e . T h e m e m b r a n e s a r e t h e n b l o c k e d i n m i l k
,
a n d p r o t e i n s i n t h e s o l u t i o n b i n d t o t h e
m e m b r a n e w h e r e t a r g e t p r o t e i n s h a v e n o t . T h e m e m b r a n e i s t h e n w a s h e d a n d i n c u b a t e d w i th
t h e p r im a r y a n t i b o d y , w h i c h b i n d s t o t h e p r o t e i n o f i n t e r e s t . A ft e r w a s h i n g aw a y t h e p r im a r y
a n t i b o d y , t h e m e m b r a n e s a r e i n c u b a t e d i n s e c o n d a r y a n t i b o d y t h a t b i n d s t o t h e p r i m a r y
a n t i b o d y . Wh e n t h e s e c o n d a r y a n t i b o d y i s i n c u b a t e d i n E C F s u b s t r a t e , f l o r e s c e n c e i s g i v e n
o f f a n d c a n be d e t e c t e d u s i n g fl u o r e s c e n c e im a g i n g s y s t e m s .
I t i s n o w w e l l u n d e r s t o o d t h a t a l t h o u g h th e b a s e s e q u e n c e o f D N A p r o v i d e s t h e
" b l u e p r i n t
" f o r l i f e , t h i s b l u e p r i n t c a n b e m o d i f i e d th r o u g h e p i g e n e t i c c h a n g e s s u c h a s
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m e t h y l a t i o n , p h o s p h o r y l a t i o n , o r a c e t y l a t i o n o f D N A o r h i s t o n e s , t h a t a r e s t a b l y t r a n s m i t t e d
t h r o u g h c e l l d i v i s i o n s [6 6 ] . D N A m e t h y l a t i o n i s g e n e r a l l y c o n s i d e r e d t o b e t h e s im p l e s t
m o d i f i c a t i o n
,
w h e r e i n c r e a s e d m e t h y l a t i o n o f a g e n e u s u a l l y c o r r e l a t e s t o d e c r e a s e d
e x p r e s s i o n . H i s t o n e m o d i f i c a t i o n s c a n c h a n g e t h e c h r o m a t i n s t r u c t u r e , w h i c h c a n o p e n o r
l i m i t a c c e s s t o D N A b y t r a n s c r i p t i o n e n z y m e s r e s u l t i n g i n m o r e o r l e s s g e n e e x p r e s s i o n .
I n m y t im e a t N C T R , I f o c u s e d o n h i s t o n e m o d i fi c a t i o n s i n t h e l i v e r s o f b u t a d i e n e
t r e a t e d m i c e . T h e r e a r e c u r r e n t l y e i g h t k n o w n d i f f e r e n t c l a s s e s o f p o s t - t r a n s l a t i o n a l
m o d i f i c a t i o n s t h a t c a n o c c u r o n h i s t o n e s : m e t h y l a t i o n , a c e t y l a t i o n , p h o s p h o r y l a t i o n ,
u b i q u i t y n a t i o n , s u m o y l a t i o n , b i o t i n y l a t i o n , a n d A D P - r i b o s y l a t i o n [ 5 7 ] . U s i n g w e s t e r n b l o t s ,
w e e v a l u a t e d th e m e th y l a t i o n a n d a c e t y l a t i o n s t a t e s o f s e v e r a l l y s i n e r e s i d u e s o n h i s t o n e s H 3
a n d H 4 : H 4 K 2 0m e 3 , H 3 K 9 m e 3 , H 3 K 2 7m e 3 , H 3 K 5 6 a c , a n d H 4 K 2 0m e 2 . H e p a t i c
t r im e t h y l a t i o n o f H 3K 9 , H 3 K 2 7 , a n d H 4 K 2 0 h a d p r e v i o u s l y b e e n e v a l u a t e d b y K o t u r b a s h ,
Sc h e r h a g [3 2 ] i n B D e x p o s e d m i c e . Si m i l a r t o t h e K o t u r b a s h s t u d y , w e f o u n d i n c r e a s e d
t r im e th y l a t i o n o f t h e s e r e s i d u e s i n t h e m a l e C A ST / E i J m i c e , w h i c h i s a s s o c i a t e d w i t h a
c o n d e n s e d c h r o m a t i n s t r u c t u r e . A c o m p a c t h e t e r o c hr o m a t i n s t r u c t u r e m a y d e c r e a s e ge n e
e x p r e s s i o n o r r e d u c e t h e a b i l it y o f D N A r e a c t i v e m e t a b o l i t e s o f B D t o r e a c h D N A [3 2 ] .
T h e r e i s a l s o e v i d e n c e t h a t c h r o m a t i n s t r u c t u r e c a n i n fl u e n c e D N A r e p a i r p r o c e s s e s [ 6 7 ] .
C h a n ge s i n H 3 K 5 6 a c e t y l a t i o n a n d H 4 K 2 0 d im e t h y l a t i o n w e r e a l s o i n v e s t i g a t e d a n d
i t w a s fo u n d t h a t d im e t h y l a t i o n o f H 4 K 2 0 w a s s i g n i f i c a n t l y u p r e g u l a t e d i n t h e l i v e r s o f B D
t r e a t e d m a l e CA ST / E i J m i c e w h i l e b e i n g d o w n r e g u l a t e d i n f e m a l e C A ST / E i J m i c e e x p o s e d
t o B D . H 4 K 2 0m e 2 w a s a l s o i n c r e a s e d i n m a l e A / J m i c e e x p o s e d t o B D . Wh i l e
d im e t h y l a t i o n i s t h e m o s t c o m m o n a l t e r a t i o n o f H 4 K 2 0 i n m a m m a l i a n c e l l s , i t h a s n o t b e e n
a s s o c i a t e d w i t h r e g u l a t i o n o f g e n e e x p r e s s i o n o f h e t e r o c h r o m a t i n [5 7 , 5 8 ] T h e r e i s ,
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h o w e v e r
,
e v i d e n c e t h a t i t p l a y s a n im p o r t a n t r o l e i n t h e r e c o g n i t i o n o f D N A d a m a g e s i t e s a n d
th e i n i t i a t i o n o f D N A r e p a i r [ 5 7 , 5 9 - 6 1 , 6 8 ] .
A c e t y l a t i o n o f H 3 K 5 6 w a s a l s o f o u n d t o b e s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d i n t h e l i v e r s o f
C A ST / E i J f e m a l e m i c e e x p o s e d t o B D . T h i s m a r k h a s b e e n s h o w n t o b e a D N A d a m a g e
d e p e n d e n t h i s t o n e m o d i fi c a t i o n [ 6 9 ] , b u t w a s n o t s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d i n a n y o f t h e o t h e r
g r o u p s . A d d i t i o n a l l y , W o l f fe [7 0 ] h a s s h o w n h i gh l e v e l s o f h i s t o n e a c e t y l a t i o n t o b e
a s s o c i a t e d w i t h g e n e a c t i v i t y w i t h l o w l e v e l s b e i n g c o r r e l a t e d w i t h g e n e s i l e n c i n g . C o s t e l l o e
a n d L o w n d e s [7 1 ] i d e n t i fi e d a c o r r e l a t i o n b e t w e e n i n c r e a s e d H 3 K 5 6 a n d t u m o r i g e n i c i t y . I t
i s p o s s i b l e t h a t t h i s m o d i f i c a t i o n m a y e n c o u r a g e c h r o m a t i n a s s e m b l y / r e a s s e m b l y t o m a n i f e s t
t h e h i g h l e v e l s o f e n d o g e n o u s D N A d a m a g e t h a t o c c u r s i n c a n c e r c e l l s . O n t h e o t h e r h a n d ,
H 3 K 5 6 a c m a y a l s o i n c r e a s e g e n o m e i n s t a b i l i t y .
N C T R i s c o m m i t t e d t o c o n d u c t i n g t h e s c i e n t i f i c r e s e a r c h n e c e s s a r y f o r t h e F D A t o
m a k e f a r r e a c h i n g d e c i s i o n s a f f e c t i n g p u b l i c h e a l t h . W h i l e c o l l a b o r a t i n g w i t h g o v e r n m e n t ,
a c a d e m i c , a n d i n d u s t r y r e s e a r c h e r s , N CT R h e l p s d e v e l o p , r e f i n e a n d a p p l y t e c h n o l o g y t o
f u r t h e r i m p r o v e s a f e t y e v a l u a t i o n s o f FD A - r e g u l a t e d p r o d u c t s t o p r o t e c t p u b l i c h e a l t h a n d
im p r o v e t h e q u a l i t y o f l i f e f o r a l l A m e r i c a n s . Sp e c i fi c a l l y , D r . P o g r i b n y
'
s l a b i s r e l e v a n t t o
p u b l i c h e a l t h a s t h e y h a v e h e l p e d s h o w t h a t s o m e c a r c i n o g e n s m a y a l s o a c t a s
e p i g e n o t o x i c a n t s . T h u s , t h e y a r e u n r a v e l i n g n e w m e c h a n i s m s o f t o x i c i t y . F u r t h e r m o r e , t h e y
a r e d i s c o v e r i n g b i o m a r k e r s t h a t m a y b e u s e fu l i n t h e e a r l y d e t e c t i o n o r p r e v e n t i o n o f d i s e a s e .
M y p r o j e c t , i n p a r t i c u l a r , i s r e l e v a n t t o p u b l i c h e a l t h s i n c e B D i s a u b i q u i t o u s
e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t . T h e m u l t i s t r a i n a p p r o a c h w e a r e u s i n g , m im i c s i n t e r i n d iv i d u a l
v a r i a b i l i t y i n t h e p o p u l a t i o n . T h e g o a l i s t o i d e n t i f y g r o u p s t h a t m i g h t b e e s p e c i a l l y
s u s c e p t i b l e t o b u t a d i e n e t o x i c i t y . O n c e i d e n t i f i e d , t h e s e g r o u p s c a n b e a d v i s e d t o t a k e
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c a u t i o n a r y m e a s u r e s t o p r o t e c t t h e m s e l v e s f r o m B D e x p o s u r e (i . e . l im i t i n g e n v i r o n m e n t a l
t o b a c c o s m o k e ) .
E p i g e n e t i c c h a n g e s a r e v e r y r e l e v a n t t o p u b l i c h e a l t h . T h e i m p o r t a n c e o f e p i g e n e t i c
a l t e r a t i o n s i n t h e p a t h o g e n s i s o f d i s e a s e h a s l e d t h e e p i g e n e t i c fi e l d t o b e c o m e a n e p i c e n t e r o f
m o d e m m e di c i n e [ 72 ] . W h i l e g e n e t i c m u t a t i o n s a r e fi x e d i n c e l l s t hr o u g h c e l l u l a r
r e p l i c a t i o n , e p i g e n e t i c c h a n g e s c a n p o t e n t i a l l y b e r e v e r s e d . T h u s , i f t h e r a p i e s a r e d e v e l o p e d
t o i n fl u e n c e e p i g e n e t i c s , t h e p a t h o g e n e s i s o f d i s e a s e c o u l d b e a l t e r e d . Sp e c i fi c a l l y , h i s t o n e
l y s i n e m e t h y l a t i o n i s n o t o n l y im p o r t a n t t o c h r o m a t i n s t r u c t u r e a n d g e n e e x p r e s s i o n b u t a l s o
p l a y s r o l e s i n n u c l e a r a r c h i t e c t u r e , c e l l c y c l e r e g u l a t i o n , a n d g e n o m e s t a b i l i t y [ 5 7 ] . F o r
i n s t a n c e
,
H 4 K 2 0 m e t h y l a t i o n p a t t e r n s a r e s o m e o f t h e m o s t c o m m o n c h a n g e s i n h u m a n
d i s e a s e C a n c e r c e l l s h a v e b e e n c h a r a c t e r i z e d b y d e c r e a s e s i n H 4 K 2 0m e 3 , e i t h e r g l o b a l l y o r
a t g e n e s p e c i f i c l o c a t i o n s , a n d i n c r e a s e s i n H 4 K 2 0m e l a n d H 4 K 2 0m e 3 a t g e n e p r o m o t e r s .
L u n g , b r e a s t , b l a d d e r , o v a r i a n , a n d h e m a t o l o g i c a l c a n c e r s h a v e a l l b e e n f o u n d t o b e
a s s o c i a t e d w i t h d e c r e a s e d t r im e th y l a t i o n o f H 4 K 2 0 . T h u s , i t m a y b e a u s e f u l b i o m a r k e r i n
t h e c l i n i c a l d i a g n o s i s a n d p r o g n o s i s o f c a n c e r , a s r e p o r t s h a v e s h o w n t h a t l o w e r l e v e l s o f
H 4 K 2 0m e 3 i n l u n g , b r e a s t a n d b l a d d e r c a n c e r a r e a s s o c i a t e d w i t h w o r s e d i s e a s e p r o g n o s i s
a n d r e d u c e d s u r v i v a l [ 57 ] .
D u r i n g m y t im e a t N C T R , I a c h i e v e d t h e fo l l o w i n g c o m p e t e n c i e s l a i d o u t b y t h e
Sc h o o l o f Pu b l i c H e a l t h a n d D e p a r t m e n t E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e s a n d E n g i n e e r i n g :
• C o m m u n i c a t i o n a n d I n f o r m a t i c s
o E n g a g e i n c o l l e c t i v e i n f o r m a t i o n s h a r i n g , d i s c u s s i o n a n d p r o b l e m s o l v i n g
• D i v e r s i t y a n d C u l t u r a l C o m p e t e n c y
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o S h o w e f f e c t i v e a n d p r o d u c t i v e s k i l l s i n w o r k i n g w i t h d i v e r s e i n d i v i d u a l s
i n c l u d i n g c o - w o r k e r s , p a r t n e r s , s t a k e h o l d e r s , a n d / o r c l i e n t s
• L e a d e r s h i p
o E x e r c i s e p r o d u c t i v e o r g a n i z a t i o n a l , t im e - m a n a g e m e n t a n d a dm i n i s t r a t i v e
s k i l l s
• P r o f e s s i o n a l i s m a n d E t h i c s
o A p p r e c i a t e t h e n e e d f o r l i f e l o n g l e a r n i n g i n t h e f i e l d o f p u b l i c h e a l t h
o C o n s i d e r t h e e f f e c t o f p u b l i c h e a l t h d e c i s i o n s o n s o c i a l j u s t i c e a n d e qu i t y
• P r o g r a m P l a n n i n g
o D i s c u s s s o c i a l , b e h a v i o r a l , e n v i r o r m i e n t a l , a n d b i o l o g i c a l f a c t o r s t h a t
c o n t r i b u t e t o s p e c i f i c i n d i v i du a l a n d c o m m u n i t y h e a l t h o u t c o m e s
o I d e n t i f y n e e d e d r e s o u r c e s f o r p u b l i c h e a l t h p r o g r a m s o r r e s e a r c h
• Sy s t em s t h i n k i n g
o I n t e r p r e t t h e r e s u l t s a d d r e s s i n g t h e s t r e n g th s a n d l im i t a t i o n s o f t h e i n f e r e n c e (s )
• E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e s C o m p e t e n c i e s
o D e s c r i b e t h e d ir e c t a n d i n d i r e c t h u m a n , e c o l o g i c a l a n d s a f e t y e f f e c t s o f m a j o r
e n v i r o n m e n t a l a n d o c c u p a t i o n a l a g e n t s
o D e s c r i b e g e n e t i c , p h y s i o l o g i c a n d p s y c h o s o c i a l f a c t o r s t h a t a f f e c t
s u s c e p t i b i l i t y t o a d v e r s e h e a l t h o u t c o m e s f o l l o w i n g e x p o s u r e t o e n v i r o n m e n t a l
h a z a r d s
o D e s c r i b e f e d e r a l a n d s t a t e r e g u l a t o r y p r o g r a m s , g u i d e l i n e s a n d a u t h o r i t i e s t h a t
c o n t r o l e n v i r o n m e n t a l h e a l t h i s s u e s
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o S p e c i f y a p p r o a c h e s f o r a s s e s s i n g , p r e v e n t i n g , a n d c o n t r o l l i n g e n v i r o n m e n t a l
h a z a r d s t h a t p o s e r i s k s t o h u m a n h e a l t h a n d s a f e t y
o E x p l a i n t h e g e n e r a l m e c h a n i s m s o f t o x i c i t y i n e l i c i t i n g a t o x i c r e s p o n s e t o
v a r i o u s e n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e s
o D e v e l o p a t e s t a b l e m o d e l o f e n v i r o n m e n t a l i n s u l t
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h u m a n ly m p h o c y t e s . C a r c i n o g e n e s i s , 1 9 9 5 . 1 6 (6 ): p . 1 2 6 1 - 1 2 6 4 .
3 0 . V o d i c k a , P . , e t a ! . , M a r k e r s o f i n d i v i d u a l s u s c e p t ib i l i t y a n d D N A r e p a i r r a t e i n w o r k e r s
e x p o s e d t o x e n o b i o t i c s in a t i r e p l a n t . E n v i r o n M o l M u t a g e n , 2 0 0 4 . 4 4 (4 ): p . 2 8 3 - 9 2 .
3 1 . K o t u r b a s h
,
I .
,
e t a l .
,
E p i g e n e t i c A l t e r a t i o n s i n L i v e r o f C5 7B L/ 6 J M ic e a f t e r S h o r t - Te r m
In h a l a t i o n a l Ex p o s u r e t o 1 , 3
- B u t a d i e n e . E n v i r o n H e a lt h Pe r s p e c t . , 2 0 1 1 . 1 1 9 (5 ): p .
6 3 5 - 6 4 0 .
3 2 . K o t u r b a s h , I . , e t a l . , Ep i g e n e t i c m e c h a n is m s o f m o u s e i n t e r s t r a i n v a r i a b i li t y i n
g e n o t o x i c i t y o f t h e e n v i r o n m e n t a l t o x i c a n t 1 , 3 - b u t a d ie n e . T o x ic o l Sc i , 2 0 1 1 . 1 2 2 (2 ):
p . 4 4 8
- 5 6 .
3 3 . P o g r ib n y , I . P . , I . R u s y n , a n d F . A . B e la n d , Ep i g e n e t i c a s p e c t s o f g e n o t o x i c a n d n o n -
g e n o t o x i c h e p a t o c a r c i n o g e n e s is : s t u d i e s i n r o d e n t s . En v i r o n M o l M u t a g e n . , 2 0 0 8 .
4 9 (1 ): p . 9 - 1 5 .
3 4 . Sw e n b e r g , J . A . , e t a l . , D N A a d d u c t s : e f f e c t s o f l o v \i e x p o s u r e t o e t h y l e n e o x i d e , v i n y l
c h l o r i d e a n d b u t a d i e n e . M u t a t io n R e s e a r c h , 2 0 0 0 . 4 6 4 (1 ): p . 7 7 - 8 6 .
3 5 . F il s e r , J . G . , e t a l . , M e t a b o li s m o f 1 , 3 - b u t a d i e n e t o t o x ic o l o g ic a ll y r e l e v a n t m e t a b o li t e s
i n s i n g l e - e x p o s e d m i c e a n d r a t s . C h e m B i o l I n t e r a c t . , 2 0 0 7 . 1 6 6 (1 - 3 ): p . 9 3 - 1 0 3 .
3 6 . H i m m e ls t e in , M . W . , e t a l . . M e t a b o l is m o f 1 , 3 - b u t a d i e n e : i n h a l a t i o n
p h a r m a c o k i n e t i c s a n d t is s u e d o s im e t r y o f b u t a d i e n e e p o x i d e s in r a t s a n d m i c e .
T o x ic o l o g y , 1 9 9 6 . 1 1 3 (1 - 3 ): p . 3 0 6 - 3 0 9 .
3 7 . M a r lo w e , J . , e t a l . . M a p p i n g t h e e p ig e n o m e - im p a c t f o r t o x i c o l o g y . EX S, 2 0 0 9 . 9 9 : p .
2 5 9 - 2 8 8 .
3 8 . S a n g a r a j u , D . , e t a l . , N a n o H P LC - n a n o ES I (+ ) - M S/ M S q u a n t i t a t i o n o f b is - N 7 - g u a n i n e
D N A - D N A c r o s s - li n k s in t i s s u e s o f B 6 C3 F 1 m i c e e x p o s e d t o s u b p p m l e v e ls o f 1 , 3 -
b u t a d ie n e . A n a l Ch e m
,
2 0 12 . 8 4 (3 ): p . 1 7 3 2 - 9 .
3 9 . S c h m it t g e n , - T D . a n d K . J . L iv a k , A n a l y z i n g r e a l - t i m e PCR d a t a b y t h e c o m p a r a t i v e C(T)
m e t h o d . N a t P r o t o c , 2 0 0 8 . 3 (6 ): p . 1 1 0 1 - 1 1 0 8 .
4 0 . R h e e
,
I .
,
e t a l .
,
D N M T l a n d D N M TSb c o o p e r a t e t o s i l e n c e g e n e s i n h u m a n c a n c e r
c e ll s . N a t u r e , 2 0 0 2 . 4 1 6 (6 8 8 0 ): p 5 5 2 - 6 .
4 1 . R o b e r t
,
M . F .
, e t a !. , D N M Tl is r e q u i r e d t o m a i n t a i n Cp G m e t h y l a t i o n a n d a b e r r a n t
g e n e s i l e n c in g in h u m a n c a n c e r c e l ls . N a t G e n e t , 2 0 0 3 . 3 3 (1 ): p . 6 1 - 5 .
4 2 . F u k s
,
F .
,
e t a l .
,
D N A m e t h y l t r a n s f e r a s e D n m t l a s s o c i a t e s w i t h h is t o n e d e a c e t y l a s e
a c t i v i t y . N a t G e n e t , 2 0 0 0 . 2 4 (1 ): p . 8 8 - 9 1 .
8 4
4 3 . K i m
,
G . D .
,
e t a l .
.
C o - o p e r a t i o n a n d c o m m u n i c a t i o n b e t w e e n t h e h u m a n m a i n t e n a n c e
a n d d e n o v o D N A (c y t o s i n e - 5 ) m e th y l t r a n sf e r a s e s . EM BO J, 2 0 0 2 . 2 1 (1 5 ): p . 4 1 8 3 - 9 5 .
4 4 . C a o , R . , e t a l . . R o l e o f h is t o n e H 3 ly s i n e 2 7 m e t h y l a t i o n in P o l y c o m b - g r o u p s il e n c i n g .
S c i e n c e , 2 0 0 2 . 2 9 8 (5 5 9 5 ): p . 1 0 3 9 - 1 0 4 3 .
4 5 . A k a h i r a
,
J .
,
e t a l .
.
D e c r e a s e d e x p r e s s i o n o f R IZ l a n d i t s c l i n ic o p a t h o l o g i c a l
s i g n if i c a n c e i n e p i t h e l i a l o v a r i a n c a r c i n o m a : c o r r e l a t i o n w i t h e p i g e n e t i c i n a c t i v a t i o n
b y a b e r r a n t D N A m e t h y l a t i o n . P a t h o l In t , 2 0 0 7 . 5 7 ( 1 1 ): p . 7 2 5 - 3 3 .
4 6 . S c h o t t a
,
G .
,
A . Eb e r t
,
a n d G . Re u t e r , S U ( VA R) 3 - 9 i s a c o n s e r v e d k e y f u n c t i o n in
h e t e r o c h r o m a t i c g e n e s i le n c i n g . G e n e t ic a , 2 0 0 3 . 1 1 7 (2 - 3 ): p . 1 4 9 - 5 8 .
4 7 . F u k s , F . , e t a l . . Th e D N A m e t h y l t r a n sf e r a s e s a s s o c i a t e w i t h H P l a n d t h e SU V 3 9 H 1
h is t o n e m e t h y l t r a n sf e r a s e . N u c l e ic A c i d s Re s , 2 0 0 3 . 3 1 (9 ): p . 2 3 0 5 - 2 3 12 .
4 8 . M e l c h e r , M . , e t a l . , S t r u c t u r e - f u n c t i o n a n a l y s i s o f S U V 3 9 H I r e v e a l s a d o m i n a n t r o l e
i n h e t e r o c h r o m a t i n o r g a n iz a t i o n , c h r o m o s o m e s e g r e g a t i o n , a n d m i t o t i c p r o g r e s s i o n .
M o l Ce l l B i o l
,
2 0 0 0 . 2 0 (10 ): p . 3 7 28 - 4 1 .
4 9 . V a u t e
,
O .
,
e t a l .
.
F u n c t i o n a l a n d p h y s i c a l i n t e r a c t i o n b e t w e e n t h e h i s t o n e m e t h y l
t r a n sf e r a s e S u v 3 9 H l a n d h is t o n e d e a c e t y la s e s . N u c le ic A c i d s R e s , 2 0 0 2 . 3 0 (2 ): p .
4 7 5 - 8 1 .
5 0 . Sc h o t t a , G . , e t a l . , A s i l e n c i n g p a t h w a y t o i n d u c e H 3 - K 9 a n d H 4 - K 2 0 t r im e t h y l a t i o n a t
c o n s t i t u t i v e h e t e r o c h r o m a t i n . G e n e s De v
,
2 0 0 4 . 1 8 (1 1 ) : p . 1 2 5 1 - 6 2 .
5 1 . K a i n a , B . , e t a l . , T r a n s f e c t i o n a n d e x p r e s s i o n o f h u m a n 0 6 - m e t h y l g u a n i n e - D N A
m e t h y l t r a n s f e r a s e (M GM T) c D N A i n Ch i n e s e h a m s t e r c e l ls : t h e r o l e o f M GM T i n
p r o t e c t i o n a g a i n s t t h e g e n o t o x i c e f f e c t s o f a l k y l a t i n g a g e n t s . C a r c i n o g e n e s i s , 1 9 9 1 .
1 2 (1 0 ): p . 1 8 5 7 - 6 7 .
5 2 . O
'
B r i e n , P . J . a n d T . El l e n b e r g e r , D i s s e c t i n g t h e b r o a d s u b s t r a t e s p e c if i c i t y o f h u m a n
3 - m e t h y l a d e n i n e - D N A g ly c o s y la s e . J B io l C h e m , 2 0 0 4 . 2 7 9 (1 1 ): p . 9 7 5 0 - 7 .
5 3 X u e , H . , e t a l . X - r a y r e p a i r c r o s s - c o m p l e m e n t i n g g r o u p 1 (XR CCl ) g e n e t ic
p o l y m o r p h is m s a n d g a s t r i c c a n c e r r is k : A H u G E r e v i e w a n d m e t a - a n a ly s i s . A m J
E p i d e m io l, 2 0 1 1 . 1 7 3 (4 ): p . 3 6 3 - 7 5 .
5 4 . D il l o n , N . , H e t e r o c h r o m a t i n s t r u c t u r e a n d f u n c t i o n . B i o l Ce l l , 2 0 0 4 . 9 6 (8 ): p . 6 3 1 - 6 3 7 .
5 5 . J e n u w e i n , T . , Th e e p i g e n e t i c m a g i c o f h i s t o n e l y s i n e m e t h y l a t i o n . FE BS J, 2 0 0 6 .
2 7 3 (1 4 ): p . 3 1 2 1 - 3 1 3 5 .
5 6 . M a r t in
,
C . a n d Y . Z h a n g , Th e d i v e r s e f u n c t i o n s of h i s t o n e l y s i n e m e t h y l a t i o n . N a t Re v
M o l Ce l l B i o l , 2 0 0 5 . 6 (1 1 ): p . 8 3 8 - 8 4 9 .
8 5
5 7 . K o t u r b a s h
,
I
,
e t a l . , A l t e r a t i o n s in H i s t o n e H 4 Ly s in e 2 0 M e t h y l a t i o n : Im p l i c a t i o n s f o r
Ca n c e r D e t e c t i o n a n d P r e v e n t i o n . A n t i o x id Re d o x S ig n a l, 2 0 1 1 .
5 8 . Pe s a v e n t o
,
J . J . , e t a l . . C e r t a i n a n d p r o g r e s s i v e m e t h y l a t i o n o f h is t o n e H 4 a t l y s i n e 2 0
d u r in g t h e c e l l c y c l e . M o l C e ll B i o l , 2 0 0 8 . 2 8 (1 ): p . 4 6 8 - 8 6 .
5 9 . P e i , H , e t a l . , M M SET r e g u l a t e s h is t o n e H 4 K 2 0 m e t h y l a t io n a n d 5 3 B P 1 a c c u m u l a t i o n
a t D N A d a m a g e s i t e s . N a t u r e , 2 0 1 1 . 4 7 0 (7 3 3 2 ): p . 1 2 4 - 8 .
6 0 . S a n d e r s , S . L . , e t a l . , M e t h y la t io n o f h is t o n e H 4 ly s i n e 2 0 c o n t r o l s r e c r u i t m e n t o f C r b 2
t o s i t e s o f D N A d a m a g e . C e l l, 2 0 0 4 . 1 1 9 (5 ): p . 6 0 3 - 1 4 .
6 1 . S a n d e r s , S . L . , A . R . A r i d a , a n d P . P . P h a n , R e q u i r e m e n t f o r t h e p h o s p h o - H 2A X b i n d i n g
m o d u l e o f Cr b 2 i n d o u b l e - s t r a n d b r e a k t a r g e t i n g a n d c h e c k p o i n t a c t i v a t io n . M o l C e l l
B i o l
,
2 0 1 0 . 3 0 (1 9 ): p . 4 7 2 2 - 3 1 .
6 2 . S a n d e r s
,
S . L .
,
e t a l .
,
M e t h y la t io n o f h i s t o n e H 4 ly s i n e 2 0 c o n t r o l s r e c r u i t m e n t o f C r b 2
t o s i t e s o f D N A d a m a g e . C e l l, 2 0 0 4 1 1 9 (5 ): p . 6 0 3 - 6 1 4 .
6 3 . V i r e , E . , e t a l . . T h e P o ly c o m b g r o u p p r o t e in E Z H 2 d i r e c t l y c o n t r o ls D N A m e t h y la t i o n .
N a t u r e
,
2 0 0 6 . 4 3 9 (7 0 7 8 ) : p . 8 7 1 - 8 7 4 .
6 4 . C o q u e r e ll e , T . , J . D o s c h , a n d B . K a in a , O v e r e x p r e s s io n o f N - m e t h y lp u r i n e - D N A
g ly c o s y l a s e i n Ch in e s e h a m s t e r o v a r y c e l ls r e n d e r s t h e m m o r e s e n s i t i v e t o t h e
p r o d u c t i o n o f c h r o m o s o m a l a b e r r a t io n s b y m e t h y l a t i n g a g e n t s - - a c a s e o f
im b a l a n c e d D NA r e p a i r . M u t a t Re s , 1 9 9 5 . 3 3 6 (1 ): p . 9 - 1 7 .
6 5 . P a r k
,
S . , e t a l . , I n t e r s t r a n d a n d i n t r a s t r a n d D N A - D N A c r o s s - l in k i n g b y 1 , 2 , 3 , 4 -
d i e p o x y b u t a n e : r o l e o f s t e r e o c h e m is t r y . J A m Ch e m S o c , 2 0 0 5 . 1 2 7 (4 1 ): p . 1 4 3 55 - 6 5 .
6 6 . I s le s , A . R . a n d L S . W i l k i n s o n , Ep i g e n e t i c s : w h a t is i t a n d w h y i s i t i m p o r t a n t t o
m e n t a l d i s e a s e ? B r M e d B u l l
,
2 0 0 8 . 8 5 : p . 3 5
- 4 5 .
6 7 . K i n n e r
,
A .
,
e t a l
,
G a m m a - H 2 A X in r e c o g n i t i o n a n d s ig n a l in g o f D N A d o u b l e - s t r a n d
b r e a k s in t h e c o n t e x t o f c h r o m a t i n . N u c l e i c A c id s Re s , 2 0 0 8 . 3 6 (17 ): p . 5 6 7 8 - 5 6 9 4 .
6 8 . G r e e s o n
,
N . T .
,
e t a l.
,
D i - m e t h y l H 4 ly s in e 2 0 t a r g e t s t h e c h e c kp o i n t p r o t e i n C r b 2 t o
s i t e s o f D N A d a m a g e . J B io l C h e m , 2 0 0 8 . 2 8 3 (4 8 ): p . 3 3 1 68 - 3 3 1 7 4 .
6 9 . V e m p a t i , R . K . , D N A d a m a g e i n t h e p r e s e n c e o f c h e m i c a l g e n o t o x i c a g e n t s in d u c e
a c e t y l a t i o n o f H 3 K 5 6 a n d H 4 K 1 6 b u t n o t H 3 K 9 i n m a m m a l i a n c e l l s . M o l B io l Re p ,
2 0 1 2 . 3 9 (1 ): p . 3 0 3 - 8 .
7 0 . W o lf f e , A . P . , P a c k a g i n g p r i n c ip l e : h o w D N A m e t h y l a t i o n a n d h is t o n e a c e t y l a t i o n
c o n t r o l t h e t r a n s c r i p t i o n a l a c t i v i t y o f c h r o m a t i n . J Ex p Z o o l, 1 9 9 8 . 2 8 2 (1 - 2 ): p . 2 3 9 -
4 4 .
8 6
7 1 . Co s t e l lo e , T . a n d N . F . L o w n d e s , Ch r o m a t in a s s e m b l y a n d s i g n a l l i n g t h e e n d o f D N A
r e p a i r r e q u i r e s a c e t y l a t i o n o f h is t o n e H 3 o n ly s i n e 5 6 . S u b c e l l B io c h e m , 2 0 1 0 . 5 0 : p .
4 3 - 5 4 .
7 2 . Fe i n b e r g , A . P . , Ep i g e n e t i c s a t t h e e p ic e n t e r o f m o d e r n m e d i c i n e . JA M A , 2 0 0 8 .
2 9 9 (1 1 ): p . 1 3 4 5 - 5 0 .
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